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Πρόσφατα, ένας µεγάλος αριθµός µεταλλάξεων που ανιχνεύθηκαν σε 
µιτοχονδριακά γονίδια tRNA έχει συνδεθεί µε την εµφάνιση εξαιρετικά ετερογενών 
ασθενειών µε ποικίλα κλινικά συµπτώµατα στον άνθρωπο. Ο λόγος για τον οποίο 
συµβαίνει αυτό έγκειται στον κεντρικό ρόλο των µορίων tRNA στη µιτοχονδριακή 
πρωτεϊνοσύνθεση, όπου εµπλέκονται στη σύνθεση ενζύµων, απαραίτητων για τον 
ενεργειακό µεταβολισµό. Στην πλειοψηφία των µιτοχονδριακών µορίων tRNA έχουν 
παρατηρηθεί τόσο πολυµορφικές µεταλλάξεις, όσο και µεταλλάξεις οι οποίες έχουν 
χαρακτηρισθεί ως  παθογόνες. Οι πρώτες δεν επηρεάζουν τη δοµική ακεραιότητα ή 
τη λειτουργικότητα των µιτοχονδριακών tRNAs και εµπλουτίζουν τον πληθυσµό µε 
νέα γενετική ποικιλότητα, πάνω στην οποία θα δράσουν συστηµατικές ή τυχαίες 
διεργασίες. Οι δεύτερες προκαλούν δυσλειτουργία στο µιτοχόνδριο µε αποτέλεσµα 
την εµφάνιση κάποιας ασθένειας. 
 Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκε η ύπαρξη µεταλλάξεων σε 6 
µιτοχονδριακά γονίδια σε πληθυσµό φυσιολογικών ατόµων από την περιοχή της 
Θεσσαλίας. Ειδικότερα τα γονίδια που µελετήθηκαν ήταν τα: tRNAThr, tRNAPro,  
tRNAGly, tRNAAsn,  tRNACys  και  tRNAΤyr.  Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η 
συλλογή δειγµάτων ολικού αίµατος 62 ατόµων, η αποµόνωση  DNA και η ενίσχυση 
µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) των παραπάνω γονιδίων καθώς και 
τµηµάτων των παρακείµενων γονιδίων. Ακολούθως, η ανίχνευση των µεταλλάξεων 
στα προϊόντα PCR πραγµατοποιήθηκε µε την τεχνική του πολυµορφισµού διάταξης 
µονής αλυσίδας (SSCP) και η περαιτέρω ταυτοποίηση τους επετεύχθη ύστερα από 
ταυτοποίηση της αλληλουχίας του DNA τους (sequencing). Συνολικά, ανιχνεύθηκαν 
έξι  ήδη ταυτοποιηµένοι πολυµορφισµοί από τους οποίους  οι τρεις  εντοπίζονται σε 
γονίδια tRNA,  δύο εντοπίζονται  στο γονίδιο της υποµονάδας ND3 (NADH – 
ubiquinone oxidoreductase αλυσίδας 3 στο σύµπλοκο Ι) και ένας στην µη 
κωδικοποιηµένη περιοχή NC10. 
Τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας συµβάλλουν στην δηµιουργία µιας 
βάσης δεδοµένων των µιτοχονδριακών µεταλλάξεων στο φυσιολογικό πληθυσµό, 
ώστε να είναι δυνατή η σύγκριση των µεταλλάξεων που εµφανίζονται στις 
παθολογικές καταστάσεις µε τις µεταλλάξεις του φυσιολογικού πληθυσµού. Κάτι που 
δεν υπάρχει ως τώρα στην Ελλάδα. 
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Recently, a large number of mutations detected in mitochondrial tRNA genes 
have been associated with the emergence of highly heterogeneous diseases with 
diverse clinical symptoms in humans. The reason why this happens is the central role 
of tRNA molecules in mitochondrial protein synthesis involving the enzymes 
necessary for energy metabolism. It has been observed that in the majority of 
mitochondrial tRNA molecules there are not only polymorphic mutations, but also 
mutations that are classified as pathogenic. The former do not affect the structural 
integrity or functionality of mitochondrial tRNAs and enrich the population with new 
genetic diversity upon which are to act systematic or random processes. The 
pathogenic mutations cause disease as a result of mitochondrial dysfunction. 
 This study examined the existence of such polymorphisms in 6 mitochondrial 
genes in a population of normal from the region of Thessaly. Particularly, the genes in 
this study were: tRNAThr, tRNAPro,  tRNAGly, tRNAAsn,  tRNACys  και  tRNAΤyr. The 
procedure followed was to collect whole blood samples of 62 people, the isolation of 
DNA and the strengthening of polymerase chain reaction (PCR) of these genes and 
part of their adjacent regions. Next, the detection of polymorphisms in PCR products 
made with the technique of single stranded chain polymorphism (SSCP) and further 
identification was achieved after the identification of the DNA sequence 
(sequencing). Overall, there were detected six polymorphisms already identified three 
of  which are located in genes tRNA, while the two is located  in gene of subunit ND3 
(NADH – ubiquinone oxidoreductase chain 3 the complex I and an in not coded 
region NC10.  
The results of this study are part of wider research carried out in order to 
correlate mutations of the mitochondrial genome with specific diseases. Thus 
contribute to enrich the database of mitochondrial mutations to allow  comparisons of 
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2.1 ΤΑ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑ 
 
 Τα µιτοχόνδρια (µίτος + χόνδρος, κόκκος) ανακαλύφθηκαν ως συστατικά του 
κυττάρου το 1886 από τον Altmann. Το 1898 ο Benda εισάγει τον όρο «µιτοχόνδριο», 
το 1904 ο Meves περιγράφει τα µιτοχόνδρια στα φυτικά κύτταρα και το 1934 οι 
Bensley και Hoerr αποµονώνουν τα οργανίδια µε υπερφυγοκέντρηση. Η 
λεπτοµερειακή λεπτή δοµή, όµως, έγινε γνωστή αρκετά χρόνια αργότερα, µετά την 
κατασκευή του ηλεκτρονικού µικροσκοπίου και χάρη στις πρωτοποριακές έρευνες 
των G. Palade, K.R. Porter, F. Sjöstrand και άλλων, το 1952, επέτρεψε την 
κατανόηση των βιοχηµικών µηχανισµών και τη συσχέτιση δοµής και λειτουργίας των 
σηµαντικών αυτών κυτταρικών οργανιδίων. 
 Τα µιτοχόνδρια απαντώνται σε όλους σχεδόν τους ευκαρυωτικούς 
οργανισµούς (εξαίρεση αποτελούν κάποιοι µονοκύτταροι ευκαρυώτες). Είναι ωοειδή 
οργανίδια, µε µήκος 1-10 µm και διάµετρο 0,3-1 µm. Αποτελούν συνήθως το 18-20% 
του συνολικού κυτταροπλασµατικού όγκου και ο αριθµός τους στο κύτταρο ποικίλει 
ανάλογα µε τον ιστό και τον οργανισµό. Έχει δειχτεί, µε τη βοήθεια σύγχρονων 
τεχνικών, ότι τα µιτοχόνδρια µπορούν να διαιρούνται ή να συντήκονται µέσα στο 
κύτταρο, καθώς και ότι η θέση τους στο κυτταρόπλασµα µπορεί να µην είναι 
σταθερή. Η πλαστικότητα του σχήµατός τους και η ικανότητά τους να αλλάζουν θέση 
οφείλονται πιθανότατα στις αλληλεπιδράσεις τους µε τον κυτταροσκελετό,  µε τον 
οποίο φαίνεται ότι βρίσκονται σε επαφή (Bereiter-Hann and Voth, 1994). 
 Τα κύτταρα, µε την εξελικτική διαδικασία εκατοµµυρίων ετών, για τη 
διατήρηση της ζωής, προσαρµόστηκαν στο να παράγουν ενέργεια (κυτταρική 
αναπνοή) και να τη χρησιµοποιούν  µε τη µορφή τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP), 
µεγάλα ποσά αυτής της ενέργειας παράγονται στα µιτοχόνδρια γι’ αυτό συχνά 
περιγράφονται ως «εργοστάσια παραγωγής ενέργειας». Εµπλέκονται έτσι σε ένα 
εύρος διαδικασιών, όπως είναι η µεταγωγή σήµατος, η κυτταρική διαφοροποίηση, ο 
κυτταρικός θάνατος (Desagher and Martinou, 2000), η ρύθµιση του κυτταρικού 
κύκλου και της κυτταρικής αύξησης, καθώς και η διατήρηση της οµοιόστασης του 
ενδοκυτταρικού ασβεστίου και η παραγωγή θερµότητας (Ballard and Whitlock, 
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2004). Επίσης παρουσιάζουν µια γενετική ηµιαυτονοµία καθώς φέρουν το δικό τους 
ανεξάρτητο γονιδίωµα, το µιτοχονδριακό DNA. Τέλος, σύµφωνα µε την  
ενδοσυµβιωτική  θεωρία, τα µιτοχόνδρια  προέρχονται  από αρχαία  βακτήρια που 
εγκολπώθηκαν σε προγόνους ευκαρυωτικών κυττάρων, πριν από ένα εκατοµµύριο 
χρόνια.   
 
 
2.1.1 ∆ΟΜΗ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΟΥ 
 
Η δοµή των µιτοχονδρίων είναι χαρακτηριστική, όπως φαίνεται µε 
ηλεκτρονική µικροσκοπία λεπτών τοµών: τα µιτοχόνδρια περιβάλλονται από ένα 
σύστηµα δύο µεµβρανών, µιας εξωτερικής  και µιας εσωτερικής µεµβράνης, οι οποίες 
διαχωρίζουν το εσωτερικό των µιτοχονδρίων, που ονοµάζεται µήτρα, από το 
κυτταρόπλασµα. Το διάστηµα που δηµιουργείται ανάµεσα στις δύο µεµβράνες 
ονοµάζεται διαµεµβρανικός χώρος. Η εσωτερική µεµβράνη δηµιουργεί αναδιπλώσεις, 




 Η εξωτερική µεµβράνη περιβάλλει ολόκληρο το µιτοχόνδριο όπου οι 
πρωτεΐνες διατάσσονται µε τέτοιο τρόπο ώστε να δηµιουργούν πόρους, οι 
οποίοι διευκολύνουν το πέρασµα των προϊόντων του µεταβολισµού µε 
µοριακό βάρος  µικρότερο  των 10 kDa. Μια τέτοια διαπερατότητα 
επιβεβαιώνεται από τη βιοχηµική σύνθεση του διαµεµβρανικού χώρου, η 
οποία συγγενεύει µε εκείνη του κυτταροπλάσµατος.  
 
 Ο διαµεµβρανικός χώρος, είναι ο χώρος µεταξύ της εσωτερικής και 
εξωτερικής µεµβράνης, ο οποίος λόγω της διαπερατότητας της εξωτερικής 
µεµβράνης περιέχει ιόντα σε ισοδύναµες συγκεντρώσεις µε το 
κυτταρόπλασµα. Περιέχει επίσης ένζυµα που χρησιµοποιούν το εξερχόµενο 
ATP για φωσφορυλίωση νουκλεοτιδίων. 
 
 Η εσωτερική µεµβράνη σε αντίθεση µε την εξωτερική µεµβράνη είναι 
αδιαπέραστη σε όλα τα µόρια και η επιλεκτική µεταφορά τόσο των ιόντων 
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όσο και των πολικών µορίων µέσα και έξω από τη µήτρα γίνεται µόνο µέσω 
ειδικών υποδοχέων. Περιέχει µεγάλο αριθµό πρωτεϊνών που εκτελούν 
διαφορετικές λειτουργίες, συµµετέχουν στις αντιδράσεις της κυτταρικής 
αναπνοής, στη σύνθεση του ATP καθώς και στη µεταφορά µορίων προς και 
από τη µήτρα. 
 
 Οι ακρολοφίες είναι συνήθως κάθετες προς τον επιµήκη άξονα του 
µιτοχονδρίου και σχηµατίζουν ατελή διαφράγµατα, τα οποία δε διακόπτουν τη 
συνέχεια της µήτρας. Επηρεάζουν τη χηµειοσµωτική λειτουργία της 
εσωτερικής µεµβράνης και ενισχύουν την ικανότητά της να παράγει ATP. 
 
 Η µήτρα. Η πυκνότητά της ποικίλλει ανάλογα µε τη λειτουργική κατάσταση 
του οργανιδίου. Τη σταθερή χηµική σύνθεσή της αποτελούν: 
 
 µόρια του µιτοχονδριακού DNA, 
 µιτοχονδριακά ριβοσώµατα,  
 ακανόνιστα, πυκνά συσσωµατώµατα, διαµέτρου 50nm, κοκκίδια, τα 
οποία δηµιουργούνται από τη συσσώρευση των κατιόντων,  
 τα ένζυµα που παίρνουν στον κύκλο του κιτρικού οξέος και στη 
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2.1.2 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΟΥ 
 
  Τα µιτοχόνδρια αποτελούν τα εξειδικευµένα οργανίδια όπου επιτελείται η 
κυτταρική αναπνοή και παράγεται  ATP,  γι’ αυτό  καλούνται  ενεργειακά κέντρα των 
κυττάρων. Μέσα σ’ αυτά, τα  λιπαρά οξέα και το πυροσταφυλικό οξύ διασπώνται σε 
ακέτυλο συνένζυµο Α, το οποίο µέσω του κύκλου του κιτρικού οξέος παρέχει NADH 
και FADH2.  
Ο κύκλος του κιτρικού οξέος, γνωστός και ως κύκλος του Krebs, αποτελεί το 
πρώτο στάδιο στην κυτταρική αναπνοή, πραγµατοποιείται αφαίρεση ηλεκτρονίων 
υψηλής ενέργειας από τις πηγές καύσιµων οργανικών µορίων – αµινοξέων, λιπαρών 
οξέων και υδατανθράκων. Αυτά τα ηλεκτρόνια ανάγουν το οξυγόνο για να 
δηµιουργηθεί µια βαθµίδωση συγκέντρωσης πρωτονίων, που χρησιµοποιείται για την 
παραγωγή ATP. Η αναγωγή του οξυγόνου και η σύνθεση του ATP απαρτίζουν την 
οξειδωτική φωσφορυλίωση. Η αναγωγική ενέργεια από τα NADH και FADH2 
µεταφέρεται στο µόριο του οξυγόνου (Ο2) µε διαδοχικά βήµατα µέσω της 
αναπνευστικής αλυσίδας ή αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων. 
Τα πρωτεϊνικά  σύµπλοκα της εσωτερικής µεµβράνης (NADH αφυδρογονάση, 
κυτοχρωµική αναγωγάση και κυτοχρωµική οξειδάση) καταλύουν τη µεταφορά και 
την απελευθέρωση της αναγωγικής ενέργειας, που χρησιµοποιείται για να αντλήσει  
πρωτόνια στο διαµεµβρανικό χώρο. Καθώς η πρωτονιακή συγκέντρωση αυξάνεται, 
παράγεται ένα ισχυρό ηλεκτροχηµικό δυναµικό κατά µήκος της εσωτερικής 
µεµβράνης. Λόγω του ηλεκτροχηµικού δυναµικού, τα πρωτόνια επιστρέφουν στη 
µήτρα µέσω του ενζυµικού συµπλόκου της ATP συνθάσης και το ενεργειακό 
δυναµικό τους χρησιµοποιείται για τη σύνθεση ATP από ADP και ανόργανο 
φωσφορικό άλας (Pi). Η διαδικασία αυτή ονοµάζεται χηµειόσµωση και 
παρατηρήθηκε πρώτα από τον Peter Mitchell (Mitchell, 1967). 
Παρά την αποτελεσµατικότητα της αναπνευστικής αλυσίδας, ένα µικρό 
ποσοστό των ηλεκτρονίων δύναται να ανάγει το οξυγόνο και να σχηµατίσει 
οξειδωτικές ρίζες, όπως αυτή του υπεροξειδίου (H2O2). Το γεγονός αυτό µπορεί να 
οδηγήσει σε οξειδωτικό stress στα µιτοχόνδρια και κατ’ επέκταση στη µείωση της 
µιτοχονδριακής λειτουργίας, κάτι που σχετίζεται µε τη διαδικασία της γήρανσης 
(Cortopassi, 1999, Huang et al., 2004). 
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Εικόνα 2: Σχηµατική α̟εικόνιση της ανα̟νευστικής αλυσίδας. Το σύµ̟λοκο I (NADH 
αφυδρογονάση) ανάγει το NADH, αντλεί H+ και ̟ροσδίδει e- στην αλυσίδα. Το 
σύµ̟λοκο II (αφυδρογονάση του ηλεκτρικού) δέχεται  e- α̟ό το FADH2 και τα µεταφέρει 
στο σύµ̟λοκο III (κυτοχρωµική αναγωγάση), µέσω του συνενζύµου Q. Τα e- µεταφέρονται 
στη συνέχεια στο σύµ̟λοκο IV (κυτοχρωµική οξειδάση), µέσω του κυτοχρώµατος c. 
Τέλος, το σύµ̟λοκο V (ATP συνθάση) καταλύει τη µετατρο̟ή του ADP σε ATP, το 
ο̟οίο µεταφέρεται έξω α̟ό τη µήτρα  µέσω αντλιών  για να αξιο̟οιηθεί ό̟ου χρειάζεται. 
 
2.1.3 ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ΤΟΥ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΟΥ 
 
Το γεγονός ότι τα µιτοχόνδρια παρουσιάζουν πολλές οµοιότητες µε τους 
προκαρυωτικούς οργανισµούς οδήγησε στην ανάπτυξη της ενδοσυµβιωτικής 
θεωρίας για την προέλευση των µιτοχονδρίων (Margulis, 1970). Οι πρώτες µορφές 
ζωής στον πλανήτη µας ήταν αναερόβιοι προκαρυωτικοί οργανισµοί, δεδοµένου ότι η 
ατµόσφαιρα της Γης περιείχε κυρίως άζωτο. Με την ανάπτυξη  του συστήµατος της 
φωτοσύνθεσης, η οποία θεωρείται ότι έλαβε χώρα από οργανισµούς παρόµοιους µε 
τα κυανοφύκη και τα φωτοσυνθετικά βακτήρια, άρχισαν να απελευθερώνονται στην 
ατµόσφαιρα διαρκώς αυξανόµενες ποσότητες οξυγόνου. Το αποτέλεσµα αυτής της 
διαδικασίας αποτέλεσε και το υπόστρωµα ανάπτυξης οργανισµών οι οποίοι 
δηµιούργησαν µηχανισµούς αερόβιας αναπνοής. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:49 EET - 137.108.70.7
13 
 
 Κεντρικό σηµείο της ενδοσυµβιωτικής θεωρίας είναι ότι τα µιτοχόνδρια 
προήλθαν συµβιωτικά από ένα προγονικό τύπο βακτηρίου που  διαβίωνε  ελεύθερο  
και απέκτησε  την  ικανότητα  της αποδοτικής  κυτταρικής αναπνοής. 
Σήµερα, είναι αποδεκτή η τµηµατική ενδοσυµβιωτική θεωρία που ανάπτυξε 
η Lynn Margulis το 1982, σύµφωνα µε την οποία η εξέλιξη των ευκαρυωτών από 
τους προκαρυώτες περιελάµβανε τη συµβιωτική ένωση πολλών προγενέστερων 
ανεξάρτητων προγόνων. Τις προγονικές αυτές µορφές αποτελούσαν το κύτταρο-
ξενιστής, ο πρόγονος των µιτοχονδρίων, ο πρόγονος των χλωροπλαστών και ένας 
προκαρυωτικός οργανισµός, που διέθετε τις δοµές που σήµερα εξασφαλίζουν την 
κυτταρική κίνηση. Σύµφωνα µε τη θεωρία, το αρχικό προκαρυωτικό κύτταρο-
ξενιστής ήταν ένα αρχαιοβακτήριο όµοιο µε το σηµερινό Thermoplasma, που είναι 
ανθεκτικό σε υψηλές θερµοκρασίες και όξινες συνθήκες. Το κύτταρο-ξενιστής δεν 
είχε φωτοσυνθετική ικανότητα ούτε ήταν ικανό να χρησιµοποιεί αποτελεσµατικά το 
οξυγόνο. Σύµφωνα µε αυτούς τους µηχανισµούς εξηγείται τόσο η προέλευση των 
ευκαρυωτικών κυττάρων όσο και η ύπαρξη DNA στα µιτοχόνδρια και στους 
χλωροπλάστες.  
Μια άλλη προσέγγιση στην προέλευση των µιτοχονδρίων δίνεται από την 
θεωρία της θυγατροποίησης (Raff and Mahler, 1972). Σύµφωνα µε τη θεωρία αυτή 
τα αρχέγονα προκαρυωτικά κύτταρα είχαν αναπτύξει ήδη ένα δικό τoυς 
αναπνευστικό σύστηµα το οποίο βρισκόταν στις επιφανειακές µεµβράνες. Με την 
πάροδο του χρόνου δηµιουργήθηκαν εγκολπώσεις των µεµβρανών οι οποίες 
σχηµάτισαν κλειστές περιοχές εντός των οποίων περιορίστηκαν οι µηχανισµοί της 
αναπνοής στο εσωτερικό της µεµβράνης. Η εξέλιξη αυτών των περιοχών οδήγησε 
στο σχηµατισµό των µιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών. Η ύπαρξη του mtDNA 
και του ctDNA θεωρείται ότι προκύπτει από την παγίδευση γενετικού υλικού κατά τη 
διαδικασία εγκόλπωσης των µεµβρανών το οποίο αποτέλεσε πλέον µόνιµο συστατικό 
των οργάνων αυτών.  
Τα τελευταία χρόνια αναπτύχθηκε από τους Martin και Muller (1998) µία νέα  
θεωρία για την προέλευση των µιτοχονδρίων που ονοµάστηκε «υπόθεση 
υδρογόνου». Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία το πρώτο ευκαρυωτικό κύτταρο δεν 
σχηµατίστηκε απλά από ″ατύχηµα″, αλλά ήταν αποτέλεσµα σκόπιµης ένωσης µεταξύ 
του αρχαιοβακτηριακού κυττάρου-ξενιστή, ενός µεθανιογόνου που κατανάλωνε 
υδρογόνο και διοξείδιο του άνθρακα για την παραγωγή µεθανίου και του µελλοντικού 
µιτοχονδριακού συµβιώτη, ο οποίος απέβαλε υδρογόνο και διοξείδιο του άνθρακα ως 
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προϊόντα του αναερόβιου µεταβολισµού. Έτσι, ενώ ο συµβιώτης είχε πιθανόν 
ικανότητα στην αερόβια αναπνοή, η συµβίωση άρχισε ως αποτέλεσµα των προϊόντων 
του αναερόβιου µεταβολισµού. Η εξάρτηση του ξενιστή από το υδρογόνο που 
παρήγαγε ο συµβιώτης αναγνωρίστηκε ως η αρχή επιλογής που σταθεροποίησε τον 
κοινό πρόγονο των ευκαρυωτικών κυττάρων.  
Μια τέταρτη θεωρία αναπτύχθηκε από τους Lopez-Garcia και Moreira 
(Lopez-Garcia and Moreira, 1999), η οποία ονοµάστηκε «υπόθεση 
συντροφικότητας», όπου θεωρείται ότι η αρχική συµβίωση πραγµατοποιήθηκε 
µεταξύ ενός µεθανιογόνου αρχαιοβακτηρίου και ενός προγονικού δέλτα-
πρωτοβακτηρίου, που χρησιµοποιούσε θείο για την αναπνοή του. 
Η ενδοσυµβιωτική προέλευση των µιτοχονδρίων  είναι σήµερα περισσότερο 
αποδεκτή, ιδιαίτερα µε βάση τις φυλλογενετικές αναλύσεις οι οποίες δείχνουν ότι τα 
µιτοχόνδρια προέρχονται από γενεoλογικές γραµµές, οι οποίες σχετίζονται µε τα α- 
πρωτεοβακτήρια (Emelyanov, 2001). 
 
 
Εικόνα 3: Σχηµατική α̟εικόνιση της ενδοσυµβιωτικής θεωρίας. 
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2.2 ΤΟ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΟ ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑ (mtDNA) 
 
 Tα µιτοχονδριακά DNA (mtDNA) των ζωικών οργανισµών εµφανίζουν 
οµοιότητες ως προς τη δοµή και τη λειτουργία τους. Πρόκειται για κυκλικά δίκλωνα 
µόρια, µε εξαίρεση κάποιους κατώτερους οργανισµούς, στους οποίους  το  mtDNA 
είναι ευθύγραµµο και µικρού µεγέθους. 
 Το 1981 δηµοσιεύτηκε η πρωτοταγής δοµή του ανθρώπινου µιτοχονδριακού 
DNA (mtDNA). Είναι ένα κυκλικό δίκλωνο µόριο του οποίου οι δύο κλώνοι έχουν 
διαφορετικό περιεχόµενο σε G-C, µε αποτέλεσµα o ένας να είναι βαρύτερος του 
άλλου. Ο ένας  κλώνος ονοµάζεται H (heavy) και ο άλλος L (light). Το mtDNA έχει  
µέγεθος 16.569 kb και κωδικοποιεί 37 γονίδια (Anderson et al., 1981): 13 γονίδια των 
πρωτεϊνών που ανήκουν  στα σύµπλοκα I, III, IV και V της αναπνευστικής αλυσίδας, 
22 µιτοχονδριακά tRNAs και 2 rRNAs (12S και 16S). Ειδικότερα, ο κλώνος H  
κωδικοποιεί 28 γονίδια και ο κλώνος L κωδικοποιεί 9 γονίδια, εκ των οποίων τα 8 
κωδικοποιούν µιτοχονδριακά µόρια tRNAs. Στο µιτοχονδριακό  γονιδίωµα  έχει 
βρεθεί µια περιοχή πλούσια σε A-T, η οποία αποτελεί το σηµείο έναρξης της 
αντιγραφής και ονοµάζεται replication origin ή D-loop. 
 Κάθε µιτοχόνδριο περιλαµβάνει περίπου 2 έως 10 αντίγραφα του 
γονιδιώµατός του. Λόγω της κυτταροπλασµατικής του εντόπισης, το µιτοχονδριακό 
γονιδίωµα κληρονοµείται αποκλειστικά µητρικά (τα ώριµα σπερµατοζωάρια 
περιέχουν πολύ λίγο κυτταρόπλασµα µε λίγα µιτοχόνδρια) (Hutchison et al., 1974). 
Ως εκ τούτου, µόνο τα θηλυκά άτοµα µπορούν να µεταβιβάσουν τις µεταλλάξεις σε 
όλους τους απογόνους ανεξαρτήτως φύλου.  
Tο mtDNA  διαφέρει από το πυρηνικό DNA εξαιτίας των ιδιαίτερων 
χαρακτηριστικών του: είναι απλοειδές, µη-ανασυνδυαζόµενο και µητρικά 
µεταβιβαζόµενο. Θεωρείται παράδειγµα γενετικής οικονοµίας στη φύση (Attardi, 
1985), καθώς δεν υπάρχουν ιντρόνια, ψευδογονίδια, επαναλαµβανόµενο DNA και 
µεγάλες ακολουθίες που να παρεµβάλλονται µεταξύ των γονιδίων. Τα µιτοχονδριακά 
DNA µεταγράφονται ως πολυγονιδιακά µετάγραφα, τα οποία στη συνέχεια 
µατίζονται και πολυαδενυλιώνονται για να δώσουν ώριµα  mRNAs. Εξάλλου οι 
περισσότερες από τις γενετικές αλλαγές που παρατηρούνται είναι απλές 
αντικαταστάσεις βάσεων, ορισµένες είναι µικρές προσθέσεις ή ελλείµµατα, ενώ 
λιγότερες περιλαµβάνουν µεγάλες αλλαγές στο µήκος του µορίου. 
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 Ο ρυθµός µετάλλαξης του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος είναι περίπου είκοσι 
φορές µεγαλύτερος από αυτόν του πυρηνικού γονιδιώµατος. Πιθανόν δευτερογενώς 
λόγω της παραγωγής ελεύθερων ριζών οξυγόνου στα µιτοχόνδρια, αλλά και λόγω της 
ελαττωµένης ικανότητας των µιτοχονδρίων για επιδιόρθωση λαθών κατά την 
αντιγραφή του  mtDNA από την πολυµεράση. Είναι επίσης πιθανό η ταχεία εξέλιξη 
του mtDNA να οφείλεται στη «χαλαρότητα» αναγνώρισης της τρίτης θέσης του 
κωδικονίου έτσι όπως εκφράζεται µε την υπόθεση ταλάντευσης που περιγράφεται 
παρακάτω. 
 Αποτέλεσµα αυτών των αλλαγών είναι η αυξηµένη συσσώρευση 
πολυµορφισµών και η δηµιουργία µεγάλης ποικιλοµορφίας µεταξύ των µιτοχονδρίων, 
όχι µόνο µεταξύ διαφορετικών ειδών, αλλά και ανάµεσα στο ίδιο είδος. Τέλος πρέπει 
να σηµειωθεί ότι η πλειοψηφία των πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες για τη 





Εικόνα 4: Σχηµατική α̟εικόνιση της µητρικής κληρονόµησης. Το µιτοχονδριακό γονιδίωµα 
µεταβιβάζεται α̟οκλειστικά µητρικά σε όλους τους α̟ογόνους ανεξαρτήτως φύλου. 
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 Η αντιγραφή του mtDNA γίνεται µε ηµισυντηρητικό τρόπο και δεν 
περιορίζεται µόνο στη φάση S της µεσόφασης, αλλά αντιγράφεται ανεξάρτητα από 
τον κυτταρικό κύκλο. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα υπάρχει ένας µηχανισµός  ρύθµισης 
της µιτοχονδριακής αντιγραφής ως απάντηση στις ενεργειακές ανάγκες του 
κυττάρου. Όταν οι ενεργειακές ανάγκες του κυττάρου είναι υψηλές τότε τα 
µιτοχόνδρια αυξάνονται και διαιρούνται, ενώ το αντίθετο συµβαίνει όταν οι 









































Εικόνα 5: Το µιτοχονδριακό γονιδίωµα. Με κίτρινο α̟εικονίζονται τα tRNAs ̟ου ̟ροκύ̟τουν 
α̟ό τη µεταγραφή του κλώνου L, ενώ µε µ̟λε αυτά ̟ου ̟ροκύ̟τουν α̟ό τη µεταγραφή του 
κλώνου H.  
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Η µιτοχονδριακή πολυµεράση αρχίζει την αντιγραφή από καθορισµένο σηµείο 
έναρξης του δίκλωνου κυκλικού µορίου. Μετά την αποδιάταξη γίνεται αντιγραφή του 
ενός µόνον από τους δύο γονικούς κλώνους, του κλώνου H, για τη βιοσύνθεση 
θυγατρικού κλώνου L. Η αντιγραφή προχωράει σε σχετικά λίγα νουκλεοτίδια και µε 
αυτόν τον τρόπο εκτοπίζεται ο γονικός κλώνος L, που παραµένει µονόκλωνος. Η όλη 
διαµόρφωση της περιοχής ονοµάζεται βρόγχος D (D loop). Η µιτοχονδριακή DNA 
πολυµεράση χρησιµοποιώντας ως µήτρα τον κλώνο Η προσθέτει νουκλεοτίδια στο 
3΄-άκρο του µικρού κλώνου του βρόγχου D. Ο γονικός κλώνος L συνεχίζει να 
παραµένει µονόκλωνος, µέχρι η αντιγραφή του κλώνου Η  να φθάσει στα 2/3 του 
µεγέθους του κυκλικού µορίου και αποκαλυφθεί το σηµείο έναρξης της αντιγραφής 
του κλώνου L. Από το σηµείο αυτό και έπειτα µια µιτοχονδριακή DNA πολυµεράση 
χρησιµοποιώντας ως µήτρα τον κλώνο L και µε αντίθετη κατεύθυνση αντιγραφής 
συνθέτει θυγατρικό κλώνο Η. Επειδή καθυστερεί η έναρξη της αντιγραφής του 
κλώνου L, γι’ αυτό όταν ολοκληρώνεται η αντιγραφή του κλώνου Η, η σύνθεση του 
θυγατρικού κλώνου Η έχει προχωρήσει µόνο 30-40%. Σ’ αυτό το στάδιο, από τη µια 
µεριά υπάρχει ένα πλήρες κυκλικό δίκλωνο θυγατρικό µόριο και από την άλλη ένα 
που είναι µερικά µονόκλωνο και µερικά δίκλωνο. Τελικά ολοκληρώνεται και η 
αντιγραφή του κλώνου L και προκύπτουν δύο όµοια θυγατρικά κυκλικά 
µιτοχονδριακά γονιδιώµατα. 
   Σηµειώνεται ότι η αντιγραφή του mtDNA βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο 
του πυρηνικού DNA καθώς η µιτοχονδριακή DNA πολυµεράση και άλλες 
απαραίτητες πρωτεΐνες για την αντιγραφή του mtDNA κωδικοποιούνται από το 
πυρηνικό DNA.       
 Η όλη διαδικασία της αντιγραφής διαρκεί µία περίπου ώρα, γεγονός που 
δείχνει πως η ταχύτητα αντιγραφής του mtDNA είναι εκατό φορές βραδύτερη από 
εκείνη του πυρηνικού DNA. Μια ακόµη διαφορά µεταξύ της µιτοχονδριακής και 
πυρηνικής αντιγραφής είναι ότι στην πρώτη απουσιάζει η επιδιόρθωση λαθών χάρη 
στη δράση εξωνουκλεάσης της µιτοχονδριακής DNA πολυµεράσης. Αυτό οδηγεί σε 
υψηλότερο ρυθµό µεταλλαξιγένεσης στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα σε σχέση µε το 
πυρηνικό. 
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 Στο mtDNA η µεταγραφή αρχίζει µόνο από δύο προαγωγείς, έναν για κάθε 
συµπληρωτική αλυσίδα. Η µεταγραφή είναι σχεδόν συµµετρική, και κάθε κλώνος 
µεταγράφεται σε ένα µεγάλο µόριο RNA. Αυτά τα δύο µεγάλα πρωταρχικά µόρια 
RNA διασπώνται µε τη δράση ενδονουκλεάσης και δηµιουργούνται τα ώριµα µόρια 
RNA. Η µεταγραφή του κλώνου Η δίνει πρόδροµο µόριο RNA που µετά τη διάσπασή 
του από νουκλέασες προκύπτουν: 2 µόρια rRNA, 14 µόρια tRNA και 12 µόρια 
mRNA. Αντίθετα, η µεταγραφή του κλώνου L και η διάσπασή του δίνει 8 µόρια 
tRNA και ένα µόριο mRNA.  
 Οι αλληλουχίες που καθορίζουν µόρια tRNAs βρίσκονται ανάµεσα στις 
αλληλουχίες που καθορίζουν µόρια mRNAs και rRNAs, χωρίς να υπάρχει DNA 
ανάµεσά  τους, αλλά ούτε και αλληλουχίες-σήµατα τερµατισµού και έναρξης µεταξύ 
τους. Τα πρόδροµα µόρια mRNA δεν έχουν κολλώδες άκρο, ούτε κωδικόνια 
τερµατισµού. Τα τελευταία δηµιουργούνται µε την προσθήκη των αλληλουχιών poly-
A. Τα mRNA έχουν κωδικόνια έναρξης (AUG, AUA, AUU) ακριβώς στο 5΄ άκρο 




 Μετάφραση  
 
Τα µιτοχόνδρια έχουν το δικό τους µηχανισµό πρωτεϊνικής σύνθεσης. Έτσι 
δεν είναι παράδοξο που έχουν ριβοσώµατα. Τα µιτοχονδριακά ριβοσώµατα          
διαφέρουν από τα κυτταροπλασµατικά  στο µέγεθος, στο συντελεστή καθίζησης, στα 
είδη rRNAs και στους αναστολείς της πρωτεϊνοσύνθεσης. Έχουν διαφορετικό 
µέγεθος ανάλογα µε το είδος. Στις περισσότερες περιπτώσεις απουσιάζει το 5S και 
5,8S rRNA. Έτσι συνήθως τα mt ριβοσώµατα αποτελούνται από δύο άνισες 
υποµονάδες µε ένα µόριο rRNA. Το ανθρώπινο rRNA των ριβοσωµάτων έχει 
συντελεστή καθίζησης 16S και 12S. Οι µιτοχονδριακές ριβοσωµικές πρωτεΐνες είναι 
διαφορετικές από τις πρωτεΐνες των κυτταροπλασµατικών ριβοσωµάτων και 
καθορίζονται από πυρηνικά γονίδια. 
Η έναρξη της µετάφρασης στα µιτοχονδριακά ριβοσώµατα µοιάζει µε εκείνη 
των ευκαρυωτών. Παρόλο αυτά η πρωτεϊνοσύνθεση αρχίζει µε fmet. Τα 
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µιτοχονδριακά ριβοσώµατα βρίσκονται στη µιτοχονδριακή µήτρα είτε ελεύθερα είτε 
συνδεδεµένα στις µιτιχονδριακές ακρολοφίες. Η πρωτεϊνοσύνθεση στα 
µιτοχονδριακά ριβοσώµατα αναστέλλεται από τη χλωραµφαινικόλη, ενώ στα 
κυτταροπλασµατικά ριβοσωµάτα από το κυκλοεξαµίδιο. Τέτοιες διαφορές στην 
ευαισθησία επιτρέπουν να προσδιοριστεί αν και κατά πόσο πρωτεΐνες που βρίσκονται 
στα µιτοχόνδρια κωδικοποιούνται από πυρηνικά ή µιτοχονδριακά γονίδια. Από τα 
προηγούµενα, αλλά και µε άλλα στοιχεία, προκύπτει ότι η µιτοχονδριακή 
πρωτεϊνοσύνθεση έχει αρκετά κοινά σηµεία µε τη βακτηριακή. Τέλος, τα 
πολυπεπτίδια που καθορίζονται από το µιτοχονδριακό γονιδίωµα αποτελούν το 5-
10% του συνόλου των µιτοχονδριακών πρωτεϊνών. Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες 
κωδικοποιούνται από το πυρηνικό γονιδίωµα, µεταφράζονται στα 
κυτταροπλασµατικά ριβοσωµάτα και µεταφέρονται στα µιτοχόνδρια.   
                        
       
2.2.2 O ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΚΩ∆ΙΚΑΣ ΣΤO ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΟ 
 
 
 Πρόσφατα και κατά τη διάρκεια της µελέτης των ανθρώπινων 
µιτοχονδριακών γονιδίων διαπιστώθηκε ότι η πρωτεϊνοσύνθεση στο µιτοχόνδριο  
διαφέρει από την αντίστοιχη διαδικασία στο κυτταρόπλασµα. Συγκεκριµένα, ο 
µιτοχονδριακός γενετικός κώδικας σύµφωνα µε τον οποίο γίνεται η κωδικοποίηση 
των διαφορετικών αµινοξέων  διαφέρει από τον παγκόσµιο (Jukes and Osawa, 1990). 
Ο λόγος για τον οποίο συµβαίνει αυτό δεν έχει αποσαφηνιστεί, αλλά υπάρχουν 
διάφορες απόψεις που προσπαθούν να εξηγήσουν αυτή την διαφοροποίηση. 
 Μια θεωρία που διατυπώθηκε είναι ότι αντιπροσωπεύει ένα πιο πρωτόγονο 
πρότυπο και οι αλλαγές οφείλονται σε µεταλλακτικές πιέσεις ή σε οικονοµικότερη 
χρήση των κωδικονίων του γονιδιώµατος. Κατά µια άλλη εκδοχή, ο απλούστερος 
µιτοχονδριακός γενετικός κώδικας µπορεί να έχει εξελιχθεί ως ανταπόκριση στις 
ειδικές ανάγκες πρωτεϊνοσύνθεσης του µιτοχονδρίου. Σύµφωνα µε µια τρίτη άποψη, 
τα τροποποιηµένα κωδικόνια αντιπροσωπεύουν εξελικτικά ατυχήµατα, τα οποία όµως 
διατηρήθηκαν γιατί συµµετέχουν στη βιοσύνθεση ελάχιστων πρωτεϊνών και είναι 
κατά συνέπεια αβλαβή για τα οργανίδια και τα κύτταρα.  
Έτσι, τα µιτοχονδριακά γονίδια χρησιµοποιούν έναν εναλλακτικό κώδικα 
κατά την µιτοχονδριακή πρωτεϊνοσύνθεση. Οι παραλλαγές στο γενετικό κώδικα των 
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µιτοχονδρίων σε σχέση µε τον παγκόσµιο γενετικό κώδικα συνοψίζονται στον 
Πίνακα 1. 
 
    ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Παραλλαγές στο γενετικό κώδικα των µιτοχονδρίων 










2.3 ΤΑ ΜΟΡΙΑ tRNAs  
 
Τα µεταφορικά RNAs (transfer RNA ή tRNA) είναι µικρά µόρια RNA 73-93 
νουκλεοτιδίων, τα οποία φέρουν αµινοξέα από το κυτταρόπλασµα στα ριβοσώµατα  
για να ενωθούν µε πεπτιδικούς δεσµούς και να σχηµατίσουν τις πολυπεπτιδικές 
αλυσίδες κατά το στάδιο της µετάφρασης. Το tRNA µε το προσδεδεµένο του αµινοξύ 
επιλέγεται σε κάθε βήµα, καθώς κάθε ειδικό tRNA περιέχει µια αλληλουχία  τριών 
βάσεων που ονοµάζεται αντικωδικόνιο, το οποίο σχηµατίζει δεσµούς µε τη 
συµπληρωµατική του αλληλουχία στο mRNA (κωδικόνιο). 
Εξαιτίας του εκφυλισµού του γενετικού κώδικα, υπάρχουν περισσότερα από 
20 διαφορετικά είδη µορίων tRNAs, ενώ αρκετά tRNAs χρησιµοποιούν για την 
αναγνώριση του αντίστοιχου κωδικονίου mRNA µόνο τις δύο από τις τρεις βάσεις. Η 
δράση αποκωδικοποιητή των tRNAs βασίζεται στην τρισδιάστατη δοµή τους και 
απαιτεί επίσης τη συµµετοχή των αµινοάκυλο-tRNA συνθετασών, που µεταφέρουν το 
ειδικό αµινοξύ στο κατάλληλο tRNA, καθώς αναγνωρίζουν τις θηλιές του 











AUA Ισολευκίνη Μεθειονίνη 
AGA, AGG Αργινίνη 
Κωδικόνιο 
Λήξης 
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1989). Κάθε ένα tRNA αναγνωρίζεται από µία µόνο από τις 20 αµινοάκυλο-tRNA 
συνθετάσες. Κάθε ένα από αυτά τα ένζυµα προσδένει ένα από τα 20 αµινοξέα σε ένα 
δεδοµένο tRNA δηµιουργώντας έτσι ένα αµινοάκυλο-tRNA. 
  
2.3.1 ∆ΟΜΗ ΤΟΥ tRNA 
Η βασική αλληλουχία ενός µορίου µεταφορικού RNA προσδιορίστηκε αρχικά 
σε ζυµοµύκητα και ακολούθως προσδιορίστηκαν οι αλληλουχίες και άλλων µορίων 
tRNAs. Είναι γνωστές περίπου 2000 αλληλουχίες µορίων tRNAs, οι οποίες 
συναντώνται σε περισσότερα από 200 είδη οργανισµών. Όλες οι αλληλουχίες είναι 
δυνατόν να παρασταθούν σχηµατικά µε τριφύλλι (δευτεροταγής δοµή), στο οποίο 
περίπου τα µισά κατάλοιπα βάσεων είναι ζευγαρωµένα, ενδεικτικό των πολλών 
κοινών δοµικών χαρακτηριστικών των µορίων tRNAs, τα οποία τους επιτρέπουν να 
αλληλεπιδρούν σχεδόν µε τον ίδιο τρόπο µε τα ριβοσώµατα, τα µόρια mRNA και 
πρωτεϊνικούς παράγοντες που συµµετέχουν στη µετάφραση. 
Όλα τα γνωστά µόρια µεταφορικού RNAs στη δευτεροταγή δοµή έχουν τα                   
παρακάτω χαρακτηριστικά: 
 
1. Το κάθε ένα είναι µία µονόκλωνη αλυσίδα που περιέχει από 73 έως 93 
ριβονουκλεοτίδια (~ 25kD). 
2.  Περιέχουν πολλές ασυνήθιστες βάσεις, συνήθως από 7 έως 15 ανά µόριο. Μερικές 
από αυτές είναι µεθυλιωµένα ή διµεθυλιωµένα παράγωγα των A, U, C και G και 
σχηµατίζονται µε ενζυµική τροποποίηση ενός πρόδροµου µορίου tRNA. Η 
µεθυλίωση εµποδίζει τον σχηµατισµό ορισµένων ζευγών βάσεων και έτσι καθιστά 
µερικές από τις βάσεις αυτές προσιτές σε άλλες αλληλεπιδράσεις. Επιπλέον, η 
µεθυλίωση προσδίδει έναν υδρόφοβο χαρακτήρα σε ορισµένες περιοχές των tRNA, οι 
οποίες µπορεί να είναι σηµαντικές για την αλληλεπίδρασή τους µε συνθετάσες και 
ριβοσωµατικές πρωτεΐνες. 
3. Περίπου τα µισά από τα νουκλεοτίδια των µορίων tRNAs συνδέονται µε ζεύγη 
βάσεων σχηµατίζοντας διπλές έλικες. Πέντε οµάδες βάσεων δεν είναι ζευγαρωµένες 
µε τον τρόπο αυτό:       
i. Η θηλιά ΤψC, η οποία πήρε το όνοµά της από την αλληλουχία ριβοθυµίνης- 
ψευδοουρακίλης-κυτοσίνης. 
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ii. Ο «επιπλέον βραχίονας», ο οποίος περιέχει διαφορετικό αριθµό καταλοίπων, 
σε κάθε tRNA. 
iii. Η θηλιά διυδροουρακίλης (θηλιά DHU), η οποία περιέχει µερικά κατάλοιπα  
διυδροουρακίλης. 
iv. Η θηλιά η οποία περιέχει το αντικωδικόνιο. 
Η δοµική ποικιλοµορφία που δηµιουργείται µε αυτόν το συνδυασµό των ελίκων και 
θηλιών και που περιέχει τροποποιηµένες βάσεις διασφαλίζει την αποτελεσµατική 
διάκριση του κάθε µορίου tRNA µέσα από ένα σύνολο δοµικά παρόµοιων µορίων.  
4. Το 5΄-άκρο ενός µορίου tRNA είναι φωσφορυλιωµένο και το 5΄-τελικό κατάλοιπο 
είναι συνήθως pG. 
5. Το ενεργοποιηµένο αµινοξύ είναι συνδεδεµένο µε µια υδροξυλική οµάδα του 
καταλοίπου αδενοσίνης, το οποίο βρίσκεται στο 3΄-άκρο της αλληλουχίας CCA του 
βραχίονα υποδοχής. Η περιοχή αυτή στο 3΄-άκρο ώριµων µορίων tRNA είναι 
µονόκλωνη. 
6. Το αντικωδικόνιο βρίσκεται σε µια θηλιά κοντά στο κέντρο της αλληλουχίας. 
 
Εικόνα 6: Η δευτεροταγής δοµή του 
tRNA. Φαίνονται η θέση δέσµευσης 
του αµινοξέος στο 3΄-άκρο, η θηλιά 
ΤψC, ο ε̟ι̟λέον «βραχίονας», η 
θηλιά αντικωδικονίου και η θηλιά 
DHU. 
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Η τριτοταγής δοµή των tRNAs λαµβάνεται κατά την αναδίπλωση των µορίων 
και το σχηµατισµό ζευγών βάσεων ανάµεσα σε διαφορετικές περιοχές του, µε 
αποτέλεσµα να δηµιουργούνται δίκλωνες περιοχές, και θηλιές που του αποδίδουν 
χαρακτηριστική δοµή σχήµατος Γ. Στα άκρα της δοµής Γ εντοπίζονται δύο περιοχές 
αζευγάρωτων νουκλεοτιδίων. Η µία περιοχή αζευγάρωτων νουκλεοτιδίων σχηµατίζει 
το αντικωδικόνιο, την οµάδα δηλαδή των τριών νουκλεοτιδίων που θα ζευγαρώσουν 
µε τα νουκλεοτίδια του συµπληρωµατικού κωδικονίου του mRNA. H άλλη περιοχή 
αζευγάρωτων νουκλεοτιδίων, βρίσκεται στο 3’ άκρο του µορίου µε αλληλουχία 
βάσεων CCA, όπου δεσµεύεται το αµινοξύ ή η πεπτίδυλο-αλυσίδα. Το άκρο αυτό 
προεξέχει από το ένα άκρο του Γ και µπορεί να αλλάζει στερεοδιάταξη  κατά την 
ενεργοποίηση του αµινοξέος και τη σύνθεση πρωτεϊνών (Brian, 2006). 
Εποµένως, η αρχιτεκτονική των tRNAs ανταποκρίνεται καλά στο ρόλο της ως 
προσαρµοστική. Με άλλα λόγια, το αντικωδικόνιο είναι διαθέσιµο να αλληλεπιδρά 
µε ένα κατάλληλο κωδικόνιο στο mRNA, ενώ το άκρο που συνδέεται µε ένα 
ενεργοποιηµένο αµινοξύ είναι τοποθετηµένο κατάλληλα ώστε να µπορεί να 






Εικόνα 7: Η τριτοταγής δοµή του tRNA 
µε το χαρακτηριστικό σχήµα Γ. Με µωβ 
χρώµα α̟εικονίζεται ο βραχίονας υ̟οδοχής, 
µε ̟ράσινο η θηλιά TψC, µε µ̟λε η θηλιά 
του αντικωδικονίου, µε κίτρινο το 
αντικωδικόνιο και µε κόκκινο ο µεταβλητός 
βραχίονας. 
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2.3.2 ΥΠΟΘΕΣΗ ΤΑΛΑΝΤΕΥΣΗΣ 
Κατά τη µετάφραση του γενετικού κώδικα κατά τη διαδικασία της 
πρωτεϊνοσύνθεσης διαπιστώθηκε ότι η αναγνώριση της τρίτης βάσης του κωδικονίου 
των tRNAs  µπορεί να είναι µερικές φορές λιγότερο ειδική από ότι  η αναγνώριση 
των άλλων δύο βάσεων. Κωδικόνια του τύπου ΧΥU και ΧΥC πάντοτε κωδικοποιούν 
το ίδιο αµινοξύ, ενώ του τύπου ΧΥΑ και ΧΥG συνήθως κωδικοποιούν κάποιο άλλο 
αµινοξύ. Ο Francis Crick υπέθεσε από τα δεδοµένα αυτά ότι τα στερεοχηµικά 
κριτήρια θα µπορούσαν να είναι λιγότερο αυστηρά για το ζευγάρωµα στην τρίτη 
βάση από ότι στις άλλες δύο. Μοντέλα διαφόρων ζευγών βάσεων κατασκευάστηκαν 
για να προσδιορίσουν ποια από αυτά ήταν όµοια µε τα κανονικά Α-U και G-C σε 
σχέση µε την απόσταση και τη γωνία µεταξύ των γλυκοζιτικών δεσµών. Η ινοσίνη (Ι) 
συµπεριλήφθηκε στις µελέτες αυτές διότι εµφανιζόταν σε µερικά αντικωδικόνια. 
Υποθέτοντας ότι υπάρχει κάποια στερεοχηµική ελευθερία (ταλάντευση – «wobble») 
στο ζευγάρωµα µε την τρίτη βάση του αντικωδικονίου, οι συνδυασµοί που 
παρουσιάζονται  στην Εικόνα 8 φαίνεται ότι είναι εφικτοί. Η παραπάνω θεωρία για 
την µη ειδική αναγνώριση στην τρίτη θέση του αντικωδικονίου των tRNAs  
ονοµάστηκε υπόθεση ταλάντευσης (wobble hypothesis) και έχει γίνει σήµερα 
πλήρως αποδεκτή.    
Μπορούν να γίνουν δύο γενικεύσεις για τις αλληλεπιδράσεις κωδικονίου-  
αντικωδικoνίου: 
1. Οι δύο πρώτες βάσεις ενός κωδικονίου ζευγαρώνουν κατά το συνηθισµένο τρόπο. 
Η αναγνώριση είναι ακριβής. Εποµένως, κωδικόνια που διαφέρουν σε οποιαδήποτε 
από τις δύο πρώτες βάσεις θα πρέπει να αναγνωρίζονται από διαφορετικά tRNA. 
Παραδείγµατος χάριν, το UUA και το CUA κωδικοποιούν λευκίνη αλλά διαβάζονται 
από διαφορετικά tRNA.  
2. Η πρώτη βάση του αντικωδικονίου προσδιορίζει το εάν ένα ιδιαίτερο µόριο tRNA 
διαβάζει ένα, δύο ή τρία είδη είδη κωδικονίων: C ή A (ένα κωδικόνιο), U ή G (δύο 
κωδικόνια), I (τρία κωδικόνια). Άρα, µέρος από τον εκφυλισµό του γενετικού κώδικα 
προκύπτει από την ανακρίβεια (ταλάντευση) στο ζευγάρωµα της τρίτης βάσης του 
κωδικονίου µε την πρώτη βάση του αντικωδικονίου. 
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Εποµένως, και τα 22 tRNAs που κωδικοποιούνται στα µιτοχόνδρια επαρκούν 
για την αντίστοιχη µιτοχονδριακή µετάφραση: 
o ένα tRNA ειδικό για καθένα από τα δεκαοκτώ αµινοξέα,  
o δύο tRNAs για τη σερίνη (tRNASer(AGY) και tRNASer(UCN)),  
o και δύο tRNAs  για τη λευκίνη (tRNALeu(UUR) και tRNALeu(CUN)).  
 
Εικόνα 8: Παρουσίαση της υ̟όθεσης ταλάντευσης. Το ζευγάρωµα κωδικονίου-
αντικωδικονίου ̟εριλαµβάνει ταλάντευση στην τρίτη θέση. Η ̟ρώτη βάση του 
αντικωδικονίου ̟ροσδιορίζει τη βάση ̟ου αναγνωρίζεται στην τρίτη θέση του 
κωδικονίου. Συγκεκριµένα:  
Aν η βάση στην ̟ρώτη θέση του αντικωδικονίου είναι C, τότε η βάση στην τρίτη θέση 
του κωδικονίου µ̟ορεί να είναι µόνο G.   
Aν η βάση στην ̟ρώτη θέση του αντικωδικονίου είναι A, τότε η βάση στην τρίτη θέση 
του κωδικονίου µ̟ορεί να είναι µόνο U.  
Aν η βάση στην ̟ρώτη θέση του αντικωδικονίου είναι G, τότε η βάση στην τρίτη θέση 
του κωδικονίου µ̟ορεί να είναι είτε C είτε U.  
Aν η βάση στην ̟ρώτη θέση του αντικωδικονίου είναι U, τότε η βάση στην τρίτη θέση 
του κωδικονίου µ̟ορεί να είναι είτε Α είτε G.   
Aν η βάση στην ̟ρώτη θέση του αντικωδικονίου είναι Ι, τότε η βάση στην τρίτη θέση 
του κωδικονίου µ̟ορεί να είναι είτε C είτε A είτε U.    
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2.3.3 ΠΑΘΟΓΟΝΕΣ ΚΑΙ ΟΥ∆ΕΤΕΡΕΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΣΕ 
ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΑ ΓΟΝΙ∆ΙΑ tRNA  
 
Οι µεταλλάξεις διακρίνονται σε παθογόνες µεταλλάξεις και σε ουδέτερες 
µεταλλάξεις. Οι πρώτες επηρεάζουν τη δοµή και τη λειτουργία του µιτοχονδριακού 
DNA µε αποτέλεσµα την εµφάνιση ασθενειών στον οργανισµό. Οι δεύτερες δεν 
επηρεάζουν τη δοµική ακεραιότητα και τη λειτουργικότητα του µιτοχονδρίου και 
συµβάλλουν στη δηµιουργία γενετικής ποικιλότητας ενώ µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν για την φυλογενετική κατανοµή των πληθυσµών.  
Ο  αριθµός των «µιτοχονδριακών» ασθενειών, όπως καλούνται οι ασθένειες 
που οφείλονται σε δυσλειτουργία των γονιδίων του µιτοχονδρίου συνεχώς αυξάνεται. 
Οι ασθένειες αυτές περιλαµβάνουν κυρίως βλάβες σε όργανα και ιστούς  µε υψηλές 
απαιτήσεις σε ενέργεια όπως η καρδιά, ο εγκέφαλος, οι µύες και το ενδοκρινικό 
σύστηµα (Di Mauro and Schon, 2003). Σε πολλές από αυτές τις ασθένειες 
διαπιστώθηκε η ύπαρξη  συνδυασµών µεταλλάξεων σε µιτοχονδριακά και πυρηνικά 
γονίδια µε αποτέλεσµα την αναστολή της δράσης των συµπλόκων της αναπνευστικής 
αλυσίδας και κατ’ επέκταση τη διακοπή της παραγωγής ενέργειας.  
Μεταλλάξεις έχουν βρεθεί σε όλο το µιτοχονδριακό γονιδίωµα, στα tRNAs, 
στα rRNAs και στις πρωτεΐνες της αναπνευστικής αλυσίδας. Ωστόσο, οι 
περισσότερες αφορούν mt-tRNAs. 
  Η πλειοψηφία των mt-tRNA γονιδίων συγκεντρώνει τόσο παθογόνες όσο 
και ουδέτερες µεταλλάξεις. Περισσότερες από τις µισές µεταλλάξεις του mtDNA που 
έχουν συνδεθεί µε ασθένειες εντοπίζονται στα  tRNA γονίδια, γεγονός αξιοσηµείωτο 
καθώς οι tRNA αλληλουχίες συνιστούν µόνο το 10% του συνολικού µιτοχονδριακού 
γονιδιώµατος. Μέχρι σήµερα έχουν εντοπισθεί και χαρακτηριστεί 139 παθογόνες 
µεταλλάξεις  οι οποίες εντοπίζονται σε όλα τα tRNA γονίδια, εκτός εκείνου της 
αργινίνης (Πίνακας 2). Σχεδόν το 50% όλων των γνωστών παθογόνων µεταλλάξεων 
εντοπίζεται σε τρία γονίδια tRNA (tRNALeu(UUR), tRNALys και tRNAIle). Οι 
περισσότερες µεταλλάξεις έχουν βρεθεί στο γονίδιο tRNALeu(UUR) και αυτό εξηγείται 
από το γεγονός ότι η λευκίνη είναι το πιο συχνά χρησιµοποιούµενο αµινοξύ στο 
µιτοχόνδριο.  Ουδέτερες µεταλλάξεις ή πολυµορφισµοί βρίσκονται σε όλα τα tRNA 
γονίδια και  είναι κυρίως σηµειακές αντικαταστάσεις Οι περισσότερες µεταλλάξεις 
είναι µεταπτώσεις (πυριµιδίνη σε πυριµιδίνη/ πουρίνη σε πουρίνη) παρά µετατροπές 
(πυριµιδίνη σε πουρίνη και αντίστροφα) και κατανέµονται οµοιόµορφα σε ολόκληρο 
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το µόριο των tRNA, τόσο στους βραχίονες όσο και στις θηλιές. Αυτές που 
εντοπίζονται στους βραχίονες διαταράσσουν το φυσιολογικό ζευγάρωµα των βάσεων 
που έχει διατυπωθεί από τους Watson και Crick, και συνήθως εµφανίζονται ως C-A ή 
G-U.  Όσον αφορά τη τριπλέτα του αντικωδικονίου, όπου τα κατάλοιπα είναι 
εξελικτικά συντηρηµένα και οποιαδήποτε αλλαγή βάσεως θα µπορούσε να αποβεί 
µοιραία για τη διαδικασία της πρωτεϊνοσύνθεσης, εκλείπουν σχεδόν πλήρως οι 
µεταλλάξεις. Πρέπει να σηµειωθεί ότι οι περισσότερες παθογόνες µεταλλάξεις 
επηρεάζουν νουκλεοτίδια που έχουν δείξει υψηλό βαθµό συντήρησης µε το χρόνο, 
ενώ οι περισσότεροι πολυµορφισµοί στοχεύουν όχι σε τόσο συντηρηµένα κατάλοιπα, 
χωρίς όµως αυτό να είναι απόλυτο.   
Με δεδοµένο ότι το µιτοχονδριακό γονιδίωµα διπλασιάζεται αυτόνοµα και 
ανεξάρτητα από το πυρηνικό γονιδίωµα, και ότι τα µιτοχόνδρια διαχωρίζονται στα 
θυγατρικά κύτταρα ανεξάρτητα από τα πυρηνικά χρωµοσώµατα, το ποσοστό των 
µιτοχονδρίων  που φέρουν στο γενετικό τους υλικό τη µετάλλαξη  µπορεί να διαφέρει 
σηµαντικά µεταξύ διαφορετικών σωµατικών κυττάρων και ιστών. Αυτή η 
ετερογένεια ονοµάζεται ετεροπλασµία και από το βαθµό αυτής της ετερογένειας 
εξαρτάται το αν µια παθογόνος µετάλλαξη µπορεί να οδηγήσει στο κλινικό 
φαινότυπο µιας ασθένειας. 
Ετεροπλασµία λοιπόν, είναι η συνύπαρξη φυσιολογικού και µεταλλαγµένου 
DNA στο κύτταρο, που δηµιουργείται ύστερα από τη κυτταρική διαίρεση όπου τα 
µιτοχόνδρια και τα  γονιδιώµατα τους κατανέµονται τυχαία στα θυγατρικά κύτταρα. 
Η αναλογία των µεταλλαγµένων έναντι των φυσιολογικών mtDNA καθορίζει την 
έκφραση και σοβαρότητα του νοσήµατος. 
Οι παθογόνες µεταλλάξεις των tRNA γονιδίων είναι συνήθως 
ετεροπλασµικές, ενώ οι πολυµορφισµοί είναι οµοπλασµικοί. Επιπρόσθετα, οι ιστοί 
διαφέρουν ως προς την εξάρτησή τους από την οξειδωτική φωσφορυλίωση, µε την 
καρδιά, τους σκελετικούς µύες και το κεντρικό νευρικό σύστηµα να είναι τα πιο 
εξαρτηµένα. Έτσι, τα µιτοχονδριακά νοσήµατα χαρακτηρίζονται συχνά από 
µυοπάθειες και εγκεφαλοπάθειες. 
Επιπλέον, η φαινοτυπική έκφραση µιας µετάλλαξης επηρεάζεται από τον 
µιτωτικό διαχωρισµό. Κατά την κυτταρική διαίρεση, η αντιγραφή του mtDNA και η 
κληρονοµικότητά του σε γενετικά και σωµατικά κύτταρα είναι τυχαία, οδηγώντας σε 
αλλαγή της αναλογίας των µεταλλαγµένων µορίων σε διαφορετικά κύτταρα και 
ιστούς. Αυτό το φαινόµενο καλείται µιτωτικός διαχωρισµός και εξηγεί πως σε 
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ορισµένες περιπτώσεις µπορεί να αλλάξει ο φαινότυπος ενός ατόµου κατά τη 




Εικόνα 9: Ο ̟ολλα̟λασιασµός των mtDNA και ο τυχαίος διαχωρισµός τους. 
 
 Ένα κύτταρο µ̟ορεί να έχει µερικά µιτοχόνδρια ̟ου να έχουν µία µετάλλαξη στο mtDNA 
και µερικά ̟ου να µην έχουν. Αυτό ορίζεται ως ετερο̟λασµία. Η αναλογία των 
µεταλλαγµένων µορίων mtDNA καθορίζει και την διεισδυτικότητα και την σοβαρότητα της 
έκφρασης κά̟οιων ασθενειών. 
 Η οµο̟λασµία α̟οδίδεται σε ένα κύτταρο το ο̟οίο έχει µία ενιαία συλλογή mtDNA 
µορίων, είτε όλα του τα mtDNA είναι φυσιολογικά είτε όλα του τα mtDNA είναι 
µεταλλαγµένα. 
 Σε κύτταρα µε ετερο̟λασµία, κάθε θυγατρικό κύτταρο δύναται να ̟ροσλάβει διαφορετική 




Συνοψίζοντας, η φαινοτυπική έκφραση µιας µετάλλαξης είναι το προϊόν της 
αλληλεπίδρασης µια σειράς παραγόντων. Στους παράγοντες αυτούς περιλαµβάνονται 
το ποσοστό της ετεροπλασµίας, η κατανοµή των µεταλλαγµένων γονιδιωµάτων στα 
διαφορετικά κύτταρα και ιστούς, ο µιτωτικός διαχωρισµός καθώς και η εξάρτηση που 
παρουσιάζουν οι διάφοροι ιστοί και όργανα από τη διαδικασία της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης και την παραγωγή ενέργειας. Επιπλέον, η παρουσία και άλλων 
µεταλλάξεων στο µιτοχονδριακό αλλά και στο πυρηνικό γονιδίωµα  και η επίδραση 
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tRNALeu(UUR) 28     7 
tRNALys 14     9 
tRNAIle 14 7 
tRNALeu (CUN) 10 11 
tRNAThr 8 29 
tRNASer(UCN) 7 10 
tRNAPhe 7 10 
tRNAVal 6 10 
tRNATrp 6 13 
tRNAGly 5 12 
tRNATyr 4 7 
tRNAPro 4 9 
tRNAAsn 4 7 
tRNAGln 3 15 
tRNAHis 3 11 
tRNAMet 3 6 
tRNAAla 3 11 
tRNASer(AGY) 3 13 
tRNAGlu 3 9 
tRNACys 2 16 
tRNAAsp 2 11 
tRNAArg 0 9 
Σύνολο 139 243 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 2: Παθογόνες και ουδέτερες µεταλλάξεις στα 
ανθρώπινα µιτοχονδριακά tRNA γονίδια. 
Πηγές:  (www.mitomap.org και www.genpat.uu.se/mtDB) 
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Εικόνα 10. Μέρος 1ο 















































































A3243G: MELAS, MERRF, 
MERME, MERRF/PEO, DMDF, 














































































































































































































































































































































































G15927A/ G15927A: PD, MS
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Εικόνα 10. Μέρος 2ο 
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Εικόνα 10. Μέρος 3ο 
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Εικόνα 10.Μέρος 4ο 
Εικόνα 10: Παθογόνες και ̟ολυµορφικές µεταλλάξεις στα ανθρώ̟ινα µιτοχονδριακά tRNA. 
Οι ̟αθογόνες µεταλλάξεις α̟εικονίζονται µε κόκκινο ενώ οι ̟ολυµορφισµοί µε µ̟λε. Οι 
αλληλουχίες των tRNA ̟άρθηκαν α̟ό την βάση δεδοµένων αναφοράς www.tRNA.uni-
bayreuth.de και οι ̟αθογόνες και ̟ολυµορφικές µεταλλάξεις α̟ό τις www.mitomap.org και 
www.genpat.uu.se/mtDB βάσεις δεδοµένων. Στο σχήµα αναφέρονται ε̟ίσης οι ασθένειες ̟ου 
οφείλονται σε αυτές τις µεταλλάξεις. ADPD: Νόσος Alzheimer και Parkinson, AISA: 
Ε̟ίκτητη ιδιο̟αθής σιδηροβλαστική αναιµία, AP: Ασυµ̟τωµατική ̟ρωτεϊνουρία, BD: 
∆ι̟ολική διαταραχή, CIPO: Χρόνια εντερική ψευδοα̟όφραξη, CPEO: Χρόνια ̟ροοδευτική 
έξω οφθαλµο̟ληγία, DCM: ∆ιατακτική καρδιοµυο̟άθεια, DEAF: Μητρικά 









































































C14710T: MM & Ρετινοπάθεια
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κληρονοµούµενη κώφωση, DM: Σακχαρώδης διαβήτης, DMDF: Κληρονοµούµενος 
σακχαρώδης διαβήτης µε κώφωση, ECM: εγκεφαλοκαρδιοµυο̟άθεια, EEM: 
Εγκεφαλοεντεροµυο̟άθεια, EI: Μη ανοχή στην άσκηση, ΕΜ: Εγκεφαλοµυο̟άθεια, FSGS: 
Είδος νεφρίτιδας µε ̟ρόβληµα ‘εστιασµένο’ σε τµήµα των νεφρικών σ̟ειραµάτων, GDM: 
Σακχαρώδης διαβήτης σε ̟ερίοδο εγκυµοσύνης, KSS: Σύνδροµο Kearns-Sayre, LA: 
Γαλακτική οξέωση, LHON: Κληρονοµική ο̟τική νευρο̟άθεια του Leber, LIMM: 
Θανατηφόρος βρεφική µυο̟άθεια, LS: Σύνδροµο Leigh, MELAS: Mιτοχονδριακή 
εγκεφαλοµυο̟άθεια, γαλακτική οξέωση και εγκεφαλικά ε̟εισόδια, MEPR: Μυοκλονική 
ε̟ιληψία µε ψυχοκινητική καθυστέρηση, MERRF: Μυοκλονική ε̟ιληψία µε ανώµαλες 
ερυθρές µυϊκές ίνες, MERME: ε̟ικάλυψη των συνδρόµων MERRF/MELAS, MHCM: 
Μητρικά κληρονοµούµενη υ̟ερτροφική καρδιοµυο̟άθεια, MΙCM: Μητρικά κληρονοµούµενη 
καρδιοµυο̟άθεια,  MID: Μητρικά κληρονοµούµενος διαβήτης, ΜΜ: Μιτοχονδριακή 
µυο̟άθεια, MNGIE: µιτοχονδριακή νευρογαστροεντερική εγκεφαλο̟άθεια, MS: Σκλήρυνση 
κατά ̟λάκας, MSL: Πολλα̟λή λι̟οµάτωση, PEΜ: Προοδευτική εγκεφαλοµυο̟άθεια, PEO: 
̟ροοδευτική έξω οφθαλµο̟ληγία, SNHL: Νευροαισθητήρια κώφωση. 
 
2.4 ΑΝΘΡΩΠΙΝΕΣ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΕΣ ΑΠΛΟΟΜΑ∆ΕΣ 
 
 Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά που εµφανίζει το µιτοχονδριακό DNA σε σχέση 
µε το πυρηνικό και κυρίως η απουσία γενετικού ανασυνδυασµού και ο υψηλός 
ρυθµός µεταλλαξιγένεσης το καθιστούν ένα χρήσιµο «εργαλείο» για τις 
πληθυσµιακές µελέτες. Καθώς η εξελικτική ιστορία είναι αποτυπωµένη στις 
νουκλεοτιδικές αλληλουχίες του DNA,  διαφορές µεταξύ πληθυσµών µπορεί να 
αντανακλούν την εξελικτική τους ιστορία. 
 Με τον όρο «απλότυπος» αναφερόµαστε σε µια οµάδα γονιδίων 
διαφορετικών γενετικών τόπων στενά συνδεδεµένων που συγκληρονοµούνται από 
ένα άτοµο στους απογόνους του˙ χρησιµοποιείται για το mtDNA καθώς είναι 
απλοειδές, όλα τα γονίδιά του είναι συνδεδεµένα και κληρονοµείται σαν αδιάσπαστη 
µονάδα. Οι απλότυποι έχουν ευρεία χρήση στην κατασκευή µητρικών φυλογενετικών 
δέντρων, αφού το mtDNA προέρχεται από τη µητέρα. Γενικά, γενεολογικά, ή 
εξελικτικά, δέντρα είναι σχεδιαγράµµατα τα οποία απεικονίζουν τις εξελικτικές 
σχέσεις µεταξύ διάφορων βιολογικών ειδών που προέρχονται από κοινό πρόγονο. Στα 
«δέντρα» αυτά κάθε «κλαδί», ή κόµβος, αντιπροσωπεύει έναν κοινό πρόγονο και 
καταλήγει σε «παρακλάδια» που αντιπροσωπεύουν τους απογόνούς του. Κάθε 
κόµβος ονοµάζεται ταξινοµική µονάδα και το µήκος του αντιστοιχεί στο χρονικό 
διάστηµα που διανύθη. Τα πρότυπα που απεικονίζονται µε τα γενεολογικά δέντρα 
χρησιµοποιούνται για την εξαγωγή συµπερασµάτων για την εξελικτική πορεία των 
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διάφορων πληθυσµών (Ingman et al., 2000). Παράδειγµα αξιοποίησης του mtDNA 
αποτελεί ο προσδιορισµός της προέλευσης της ανθρωπότητας, όπου ακολουθώντας 
το µονοπάτι της εξέλιξης του µιτοχονδριακού DNA και µόνο τη γραµµή της µητρικής 
γενεάς, αποδεικνύεται ότι η «µιτοχονδριακή Εύα» είναι ο πιο πρόσφατος κοινός 
πρόγονος όλων των σύγχρονων ανθρώπων και προέρχεται από την Αφρική (Torroni 
et al., 2006). Για τον προσδιορισµό αυτό απαιτείται αλληλούχιση µίας ή 
περισσότερων εκ των υπερµεταβλητών ρυθµιστικών περιοχών (hypervariable 
control regions) του ανθρώπινου µιτοχονδριακού γονιδιώµατος (HV1 ή HV2). Η 
HV1 περιοχή αποτελείται από περισσότερα από 440 ζεύγη βάσεων, των οποίων οι 
πολυµορφισµοί µπορούν να συγκριθούν µε ρυθµιστικές περιοχές άλλων ατόµων (είτε 
πραγµατικών ατόµων είτε από βάσεις δεδοµένων), για να καθοριστεί η γραµµή της 










Εικόνα 11: Οι υ̟ερµεταβλητές ρυθµιστικές ̟εριοχές του ανθρώ̟ινου µιτοχονδριακού 
γονιδιώµατος  HV1 και HV2. 
 
Εν τούτοις, το µιτοχονδριακό DNA αντιπροσωπεύει την ιστορία µόνο των 
θηλυκών ατόµων του πληθυσµού. Συνεπώς δεν µπορεί να αντιπροσωπεύσει την 
ιστορία του πληθυσµού ως σύνολο. Γενικά, για να εξαχθούν αντιπροσωπευτικά 
συµπεράσµατα για την ιστορική εξέλιξη ενός πληθυσµού θα πρέπει να µελετηθεί 
τόσο το µιτοχονδριακό όσο και το πυρηνικό γονιδίωµα. 
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Στις εξελικτικές µελέτες γίνεται χρήση των απλοοµάδων ή haplogroups, οι 
οποίες είναι οµάδες που αποτελούνται από παρεµφερείς απλότυπους που προέρχονται 
από έναν κοινό πρόγονο και µε τον οποίο µοιράζονται κοινούς πολυµορφισµούς ενός 
νουκλεοτιδίου (SNP’s). Τα ονόµατα των haplogroups αντιστοιχούν σε συνδυασµούς 
καθορισµένων γραµµάτων της αλφαβήτου και αριθµών. Τα ανθρώπινα 
µιτοχονδριακά DNA haplogroups είναι απλοοµάδες που καθορίζονται από διαφορές 
στο ανθρώπινο mtDNA. Τα τελευταία οδήγησαν τους ερευνητές στο να εντοπίσουν 
τη µητρική γενεά των σύγχρονων ανθρώπων στην Αφρική (Cann et al., 1987, Castro 
et al., 1998). Το σύνολο των οµάδων αυτών περιγράφεται µε τα ακόλουθα κωδικά 
γράµµατα: A, B, C, CZ, D, E, F, G, H, pre-HV, HV, I, J, pre-JT, JT, K, L0, L1, L2, 
L3, L4, L5, L6, L7, M, N, P, Q, R, S, T, U, UK, V, W, X, Y και Z. Τα mtDNA 
haplogroups είναι επίσης καθορισµένα βάσει γεωγραφίας. Για παράδειγµα: 
 Αφρικανοί: L, L1, L2, L3, M 
 Νοτιοευρωπαίοι: I, J, K 
 Κεντροευρωπαίοι: T, U, V, W 
 Βορειοευρωπαίοι: H, U, X 
 Ασιάτες: A,B,C,D,F,G, Ζ και M (όπου M: C,D,G) 
 Λατινοαµερικάνοι: A,B,C,D και µερικές φορές Χ 
 
 
Εικόνα 12: Υ̟οθετικός χάρτης των ανθρώ̟ινων mtDNA haplogroups ̟ου α̟εικονίζει τη 
̟ροέλευση των ανθρώ̟ων α̟ό την Αφρική καθώς και την µετέ̟ειτα εξά̟λωση τους σε 
ολόκληρη την υδρόγειο. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:49 EET - 137.108.70.7
38 
 
Πίνακας 3: Η εξάπλωση του ανθρώπων στις διάφορες περιοχές  ξεκινώντας από την 
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2.5 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 
Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η ανίχνευση και η ταυτοποίηση 
µεταλλάξεων σε µιτοχονδριακά γονίδια tRNA σε µια οµάδα φυσιολογικών ατόµων 
(χωρίς κλινικά συµπτώµατα), πληθυσµού που προέρχεται από την περιοχή της 
Θεσσαλίας. Τα µιτοχονδριακά γονίδια είναι εξαιρετικά πολυµορφικά µόρια και αυτός 
είναι ένας από τους λόγους που χρησιµοποιούνται ευρύτατα σε φυλογενετικές 
µελέτες. Επιπλέον, τα τελευταία χρόνια η ανίχνευση µεγάλου αριθµού µεταλλάξεων 
σε µιτοχονδριακά tRNAs και η πιθανή συσχέτιση αυτών των µεταλλάξεων µε 
διαταραχές στον ανθρώπινο οργανισµό έχει προκαλέσει το έντονο ενδιαφέρον της 
επιστηµονικής κοινότητας.  
Οι φαινοτυπικές εκφράσεις των µιτοχονδριακών µεταλλάξεων περιλαµβάνουν 
κυρίως δυσλειτουργίες σε όργανα και ιστούς που εξαρτώνται σε µεγάλο βαθµό από 
την µιτοχονδριακή λειτουργία όπως είναι η καρδιά, ο εγκέφαλος και οι µύες. Ωστόσο, 
δεν έχει απαντηθεί ακόµη το ερώτηµα πότε µια µετάλλαξη προκαλεί παθογένεια και 
ποιος είναι ο µηχανισµός µε τον οποίο γίνεται αυτό.  
Η παρούσα µελέτη έχει ως στόχο να αποτελέσει σηµείο αναφοράς και 
σύγκρισης για µελέτες παθογένειας όσον αφορά τα «µιτοχονδριακά νοσήµατα» και 
πραγµατοποιήθηκε  παράλληλα µε αντίστοιχες µελέτες, σκοπός των οποίων είναι η 
ανίχνευση παθογόνων µεταλλάξεων σε ασθενείς µε νευρικές και µυϊκές 
δυσλειτουργίες, σε ασθενείς  µε άσθµα, σε ασθενείς µε Alzheimer καθώς και σε 
ασθενείς  στους οποίους  έχει διαγνωστεί διαβήτης ώστε να είναι δυνατή η σύγκριση 
των  αποτελεσµάτων που προέρχονται από το φυσιολογικό  πληθυσµό µε τα 
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3. ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
3.1 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 
Στη παρούσα πειραµατική µελέτη χρησιµοποιήθηκε ως βιολογικό υλικό ολικό 
αίµα (στο οποίο προηγουµένως έχει προστεθεί αντιπηκτικό) από ένα σύνολο 62 υγιών 
ατόµων από την ευρύτερη περιοχή της Θεσσαλίας. Τα άτοµα επιλέχθηκαν τυχαία και 
δεν είναι συγγενή µεταξύ τους. Τα δείγµατα αίµατος διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία     
-20 0C µέχρι την εφαρµογή της διαδικασίας αποµόνωσης DNA.  
 
3.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA 
Το πρώτο βήµα για τη µελέτη ανίχνευσης µεταλλάξεων και πολυµορφισµών 
σε γονιδιακό επίπεδο, αποτελεί η αποµόνωση του DNA από το ολικό αίµα.  
Η αποµόνωση του DNA από τα κύτταρα µπορεί να διαιρεθεί στα εξής στάδια: 
Α. ∆ιάσπαση και λύση των κυττάρων. 
Β. Αποµάκρυνση των πρωτεϊνών. 
Γ. Αποκατάσταση του DNA. 
 
Για την αποµόνωση του DNA χρησιµοποιούνται τα παρακάτω διαλύµατα: 
 SSC 20x (Standard Saline Citrate). 87,6g NaCl + 44,1g C6H5Na3O7. 
2H2O µέχρι τα 500 ml µε ddH2O. Ρύθµιση του pH στο 7,4 µε 
συµπυκνωµένο HCl (πριν τον τελικό όγκο νερού). Ανάδευση και 
αποστείρωση. Αποθήκευση στους 4 οC. 
 SSC 1x (Standard Saline Citrate). Παρασκευάζεται από SSC 20x µε 
αραίωση (475 ml ddH2O + 25 ml SSC 20x = 500 ml SSC 1x). 
 NaOAc 0,2M. Παρασκευάζεται από NaOAc 3M µε αραίωση (140 ml 
ddH2O+ 10 ml NaOAc 3M = 150 ml NaOAc 0,2M). 
 SDS 5% (Sodium Dodecyl Sulphate). Ανιονικό απορρυπαντικό που 
καταστρέφει όλες σχεδόν τις µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις, 
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προκαλεί ρήξη των πυρηνικών και των κυτταρικών µεµβρανών και 
διαλυµατοποιεί τις πρωτεΐνες. 
 Proteinase K. Με την ενζυµική πρωτεϊνάση Κ πραγµατοποιείται πέψη 
των πρωτεϊνών και το DNA αποµονώνεται από τις πρωτεΐνες. 
 Χλωροφόρµιο. Οργανικός διαλύτης για την εκχύλιση του µίγµατος 
και την αποµάκρυνση των πρωτεϊνών και του RNA. 
 Ισοπροπανόλη. Για την κατακρήµνιση του DNA. 
 Αιθανόλη 70%. Μίγµα 70% κ.ο απόλυτης αλκοόλης σε ddH2O για 
έκπλυση του ιζήµατος. 
 
 Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής :  
 
1. Ανάµιξη 0,5 ml ολικού αίµατος µε 1 ml SSC 1x (Standard Saline Citrate) σε 
eppendorf του 1,5 ml. 
2. Ανάδευση στο vortex και φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 13.000 rpm. 
3. Αποµάκρυνση 1 ml του υπερκείµενου και διάλυση του ιζήµατος σε 1 ml SSC 1x. 
4. Ανάδευση στο vortex και φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 13.000 rpm. 
5. Αποµάκρυνση το υπερκείµενου και διάλυση του ιζήµατος ξανά σε 0,5 ml NaOAc 
0,2M και 50 µl SDS 5%, προσθέτοντας 10 µl πρωτεϊνάσης K (10mg/ml). Η 
πρωτεϊνάση Κ συντελεί στην αποδιάταξη των πρωτεϊνών. 
6. Επώαση των δειγµάτων στους 55 0C για 1 ώρα. 
7. Προσθήκη 0,5 ml φαινόλης και 0,5 ml χλωροφορµίου/ισοαµυλικής αλκοόλης. 
8. Ανάδευση στο vortex και φυγοκέντρηση για 7 λεπτά στις 13.000 rpm. 
9. Μεταφορά του υπερκείµενου σε νέα eppendorf  και προσθήκη 1 ml 
χλωροφορµίου/ισοαµυλικής αλκοόλης. 
10.  Ήπια ανακίνηση και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 13.000 rpm.   
11.  Μεταφορά του υπερκείµενου σε νέα eppendorf και προσθήκη 1 ml 
ισοπροπανόλης. 
12.  Επώαση των δειγµάτων στους -20 0C για 55 λεπτά. 
13.  Φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 13.000 rpm.  
14.  Αποµάκρυνση του υπερκείµενου και προσθήκη 1 ml παγωµένης αιθανόλης 70%. 
15.  Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 13.000 rpm.  
16.  Αποµάκρυνση του υπερκείµενου. 
17.  Επώαση-ξήρανση του ιζήµατος  για 1 ώρα στους 55 0C. 
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18.  Προσθήκη 100 µl ddΗ2Ο και παραµονή overnight στους 4 0C για διάλυση. 
19. Την επόµενη µέρα, τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται σε πηκτή αγαρόζης 1% µε 
σκοπό την ποιοτική ανίχνευση του mtDNA. 
    
Για την παρασκευή πηκτής αγαρόζης 1% χρησιµοποιούνται :  
 30 ml TAE 1x (παρασκευάζεται από stock διάλυµα TAE 50x) 
 0,3 gr αγαρόζης 
 3 µl βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) 
 
Το stock διάλυµα TAE 50x  παρασκευάζεται ως εξής: 
 Tris   121 gr 
 Οξικό οξύ  28,5 ml 
 EDTA 0,5M  50 ml  
 ddH2O µέχρι τα 500 ml   
 
Τοποθετούνται 0,3 gr αγαρόζης σε κωνική φιάλη των 100 ml και προστίθενται 
σε αυτά 30 ml TAE 1x. Το µίγµα θερµαίνεται (σε φούρνο µικροκυµάτων) για περίπου 
1-2 λεπτά µέχρι η αγαρόζη να διαλυθεί πλήρως  και στη συνέχεια προστίθενται 
προσεκτικά 3 µl βρωµιούχου αιθίδιου. Το βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) έχει την 
χαρακτηριστική ιδιότητα να φθορίζει στο υπεριώδες φως καθώς παρεµβάλλεται 
µεταξύ των βάσεων του DNA. Έτσι δίνει πρότυπα ζωνώσεων που αντιστοιχούν στην 
ποσότητα του DNA που δέσµευσε το EtBr. Το µίγµα µεταφέρεται σε κατάλληλη 
µήτρα, η οποία περιέχει τις απαραίτητες θέσεις υποδοχής του DNA όπου και 
στερεοποιείται. 
 
H φόρτωση του δείγµατος στη πηκτή αγαρόζης γίνεται αφού συµπληρωθεί η 
συσκευή µε το ίδιο διάλυµα TAE 1x µέχρι η πηκτή να είναι πλήρως βυθισµένη στο 
διάλυµα αυτό. Ακολουθεί ανάµιξη 3µl loading buffer µε 5 µl δείγµατος και 
τοποθέτηση τους προσεκτικά σε κάθε πηγαδάκι της πηκτής.  
 
Το loading buffer (6x) 10 ml παρασκευάζεται ως εξής:  
 1 ml χρωστική µπλε της βρωµοφαινόλης  
 5 ml γλυκερόλη 
 0,5 ml TBE 20x  
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 3,5 ml ddH2O 
 
Η τάση που εφαρµόζεται είναι 100V και τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται στο 
πήκτωµα µέχρι να διανύσουν τα 2/3 της διαδροµής (για περίπου 20-30 λεπτά). Τέλος, 
το πήκτωµα παρατηρείται σε συσκευή UV (Εικόνα 13). Όσα δείγµατα δίνουν θετικό 
αποτέλεσµα (ανίχνευση ζωνών) χρησιµοποιούνται στην αλυσιδωτή αντίδραση 




      
 Εικόνα 13: Ηλεκτροφόρηση DNA µετά α̟ό 







3.3 ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 
 
 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) 
πρωτοεµφανίστηκε το 1987 από την οµάδα των ερευνητών Mullis, Fallona και Saiki 
της εταιρίας Cetus και αποτελεί αναµφίβολα µία σηµαντική εξέλιξη στην τεχνολογία 
του DNA. Έχει τεράστιες επιπτώσεις στη βασική έρευνα και τη γενετική 
διαγνωστική, καθώς παρέχει την ικανότητα να ενισχύει µια µικρή αλληλουχία DNA 
από το σύνολο του γενώµατος. Αυτό επιτρέπει την ανάλυση ενός ειδικού τµήµατος 
DNA χωρίς να κλωνοποιηθεί πρώτα, πράγµα το οποίο αυξάνει σηµαντικά την 
ταχύτητα της ανάλυσης. Το βραβείο Νόµπελ Χηµείας απενεµήθη στον ∆ρ. Κ. Mullis 
τον Οκτώβριο του 1993, για την καθοριστική του συµβολή στην ανακάλυψη και 
ανάπτυξη της τεχνικής PCR.  
Πυρηνικό DNA 
Μιτοχονδριακό DNA 
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3.3.1. ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ 
 
 
Με την PCR επιτυγχάνεται η ενίσχυση ενός τµήµατος DNA, ανεξαρτήτου 
προελεύσεως, in vitro. Σε χρονικό διάστηµα λίγων ωρών, η συγκεκριµένη περιοχή 
του DNA (DNA στόχος), ενισχύεται σε ένα µεγάλο αριθµό αντιγράφων. Επειδή κατά 
την τεχνική της PCR γίνεται ενίσχυση του DNA, η αρχική ποσότητα που απαιτείται 
είναι πολύ µικρή. Ο αριθµός των αντιγράφων εξαρτάται από τον αριθµό των κύκλων 
της αντίδρασης. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην κινητική επανασύνδεσης των 
αποδιαταγµένων συµπληρωτικών αλυσίδων δίκλωνου νουκλεϊκού οξέος, που 
ανέπτυξαν οι Britten και Kohne στα τέλη του 1960.   
Το τµήµα του DNA που πρόκειται να ενισχυθεί µπορεί να είναι ένα µοναδικό 
γονίδιο, ένα µέρος ενός γονιδίου ή µια µη κωδική αλληλουχία. Για την αντίδραση 
απαιτούνται: 
 Ένα τµήµα DNA ως εκµαγείο. 
 Ένας ή περισσότεροι εκκινητές (primers), συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια 18-22 
βάσεων, που έχουν δοµή συµπληρωµατική προς τις πλευρικές αλληλουχίες 
του DNA στόχου, το καθένα αντίστοιχα προς τον ένα κλώνο του στόχου και 
µε αντίθετη κατεύθυνση.  
! Προσέχουµε οι εκκινητές να µην έχουν συµπληρωµατικές αλληλουχίες µεταξύ 
τους ώστε να αποφεύγεται ο σχηµατισµός διµερών, η περιεκτικότητα σε GC να 
µην ξεπερνάει το 50% των επιλεγόµενων βάσεων, να έχουν παραπλήσια 
θερµοκρασία τήξεως (Tm, melting temperature) -η θερµοκρασία τήξεως είναι 
αυτή στην οποία, στατιστικά, τα µισά µόρια του εκκινητή ζευγαρώνουν µε την 
αλληλουχία-στόχο, ενώ τα άλλα µισά σταθεροποιούνται πάνω σε αυτή και 
παραµένουν ελεύθερα- και η απόστασή τους να είναι µεγαλύτερη των 100 
βάσεων ώστε να επιτρέπεται ο σχηµατισµός του νέου κλώνου DNA.  
 Μία DNA πολυµεράση, όπως η Taq πολυµεράση, που είναι θερµοσταθερή 
DNA πολυµεράση η οποία αποµονώθηκε από το βακτήριο Thermus 
aquatiqus (Taq) που ζει στο νερό σε θερµοκρασία 75 0C. Έχει την 
ιδιότητα να µην αποδιατάσσεται σε υψηλές θερµοκρασίες, έχει βέλτιστη 
θερµοκρασία 72 0C, ενώ είναι αρκετά σταθερή ακόµη και στους  95 0C, 
παραµένοντας έτσι ενεργή σε όλη τη διάρκεια των κύκλων του 
πολλαπλασιασµού.  
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 Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοζίδια (dNTPs), τα οποία αποτελούν τα 
δοµικά συστατικά από τα οποία η DNA πολυµεράση συνθέτει τους νέους 
κλώνους DNA. 
 Ρυθµιστικό διάλυµα (buffer solution), το οποίο δηµιουργεί ένα κατάλληλο 
χηµικό περιβάλλον για τη βέλτιστη δραστικότητα και σταθερότητα της 
DNA πολυµεράσης. 






1. Αρχικό στάδιο: Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία ανέρχεται στους 95 0C και 
διατηρείται για 4 λεπτά ώστε να γίνει αποδιάταξη των δίκλωνων µορίων DNA. 
2. Στάδιο αποδιάταξης (denaturation): Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία ανέρχεται 
στους  95 0C για 30 δευτερόλεπτα. Το γεγονός αυτό προκαλεί τήξη του τµήµατος 
DNA καθώς διασπώνται οι δεσµοί υδρογόνου  µεταξύ των συµπληρωµατικών 
βάσεων των δύο κλώνων, δηµιουργώντας µονούς κλώνους DNA. 
3. Στάδιο υβριδισµού (annealing): Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία κατέρχεται 
στους  550C για 40 δευτερόλεπτα, επιτρέποντας την υβριδοποίηση των εκκινητών, οι 
οποίοι βρίσκονται σε περίσσεια, µε το µονόκλωνο DNA-εκµαγείο. Όσο περισσότερο 
συµπληρωµατική είναι η αλληλουχία των εκκινητών µε την αλληλουχία του 
εκµαγείου, τόσο σταθερότεροι δεσµοί υδρογόνου σχηµατίζονται µεταξύ τους. Η 
DNA πολυµεράση προσδένεται στο υβρίδιο εκµαγείο-εκκινητής και ξεκινά τη 
σύνθεση του νέου τµήµατος DNA. 
4. Στάδιο επιµήκυνσης (extention): Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία ανέρχεται ξανά 
στους  72 0C για 40 δευτερόλεπτα, όπου η Taq πολυµεράση λειτουργεί βέλτιστα. Η  
DNA πολυµεράση συνθέτει το νέο κλώνο DNA, παρουσία MgCl2, προσθέτοντας 
dNTPs συµπληρωµατικά µε τον κλώνο-εκµαγείο, µε κατεύθυνση 5'-3' 
Η αντίδραση εκτελείται κυρίως σε όγκο 15-100 µl σε eppendorf των 0.2-0.5 ml 
σε θερµικό κυκλοποιητή, ο οποίος ρυθµίζει τη διαδοχική θέρµανση και ψύξη των 
δειγµάτων σε κάθε στάδιο. Τα στάδια ενίσχυσης για την PCR στον θερµικό 
κυκλοποιητή είναι τα ακόλουθα (τα στάδια 2-4 επαναλαµβάνονται για 35 κύκλους): 
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συµπυκνώνοντας τη 5'-φωσφορική οµάδα των dNTPs µε την 3'-υδροξυλοµάδα µε το 
τέλος του νεοσυντιθέµενου κλώνου. Η DNA πολυµεράση συνθέτει το νέο κλώνο 
προσθέτοντας περίπου 1.000 βάσεις ανά λεπτό. 
5. Στάδιο τελικής επιµήκυνσης: Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία παραµένει στους 
72 0C για 10 λεπτά, ύστερα από τον τελευταίο κύκλο PCR.  Αυτό γίνεται για να 
εξασφαλισθεί ότι το αποµένον µονόκλωνο DNA έχει πλήρως πολυµεριστεί. 
Κατόπιν η θερµοκρασία κατέρχεται στους 4 0C. Έτσι το PCR δείγµα µπορεί να  
παραµείνει βραχυπρόθεσµα «αποθηκευµένο» στον θερµικό κυκλοποιητή για όσο 
χρόνο επιθυµούµε, µέχρι την εφαρµογή της επόµενης τεχνικής. 
∆ιάρκεια: κατά µέσο όρο περίπου δύο ώρες για 35 κύκλους (εξαρτάται από την 
ταχύτητα εναλλαγής των θερµοκρασιών για την πραγµατοποίηση των διαφόρων 
σταδίων στον κυκλοποιητή). 
 
 
Εικόνα 14: Σχηµατική α̟εικόνιση του κύκλου της τεχνικής PCR. Α̟οδιάταξη 
στους 95 0C, υβριδισµός στους ~50 0C και ε̟ιµήκυνση στους 72 0C. 
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3.3.2 ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ ΤΩΝ tRNA ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ  
  
Ενισχύθηκαν 3 τµήµατα DNΑ που περιέκλειαν 6 από τα 22 γονίδια tRNA του 
mtDNA. Στον πίνακα 3 παρουσιάζονται τα ζεύγη των εκκινητών που 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 4: Ζεύγη των primers που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των mt 
tRNA's, η νουκλεοτιδική τους θέση καθώς και το µήκος τους. 
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Εικόνα 15: Οι ̟εριοχές του mtDNA ̟ου αντιστοιχούν στα ζεύγη των εκκινητών (6) ̟ου 

















































Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:49 EET - 137.108.70.7
49 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 5: Υλικά που χρησιµοποιήθηκαν σε µια αντίδραση PCR, αρχικές 







χρησιµοποιήθηκαν σε µία 
αντίδραση PCR των 50 µL 
Τελικές 
συγκεντρώσεις 
DNA  2-3µl 200ng-300ng 
Primers (FW + RV) 50pmol/µL 1µl + 1µl 1pmol/µl 
MgCl2 50mM 1µl 1mM 
PCR Buffer 10x 5µl 1x 
dNTP’s* 10mM x 4 1µl 0,8mM 
Taq DNA 
Πολυµεράση  
5u/µL 0,2µl 1unit 
ddH2O   37-38µl  
 
*dNTP's (∆ιάλυµα δεοξυνουκλεοτιδίων): Παρασκευάζεται από dATP, dCTP, 
dGTP και dTTP µε µίξη ίσων ποσοτήτων από ξεχωριστά διαλύµατα stock από 
0,2mM έκαστο dNTP. 
Το προϊόν της αντίδρασης φυλάσσεται επ’ αόριστον στους -20 οC. 
 
Εικόνα 16: Θερµοκυκλο̟οιητής ̟ου χρησιµο̟οιείται για την ̟ραγµατο̟οίηση των 
αντιδράσεων PCR. 
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3.3.3 ΠΟΙΟΤΙΚΟΣ  ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ 
 
Μετά το πέρας της αντίδρασης PCR γίνεται ηλεκτροφόρηση των PCR 
προϊόντων σε πήκτωµα αγαρόζης  2%, για τη διαπίστωση της επιτυχούς ενίσχυσης. Η 
ηλεκτροφόρηση γίνεται κατά ανάλογο τρόπο µε εκείνη που πραγµατοποιούµε για τα 
προϊόντα αποµόνωσης, παρουσία µάρτυρα γνωστού µοριακού βάρους και δείγµατος 
αρνητικού ελέγχου. Η παρουσία του µάρτυρα είναι αναγκαία καθώς είναι ο µόνος 
τρόπος για να είµαστε σίγουροι ότι δεν ενισχύθηκαν µη ειδικά προϊόντα ενώ το 
αρνητικό δείγµα επιβεβαιώνει την απουσία επιµόλυνσης κατά τον πολλαπλασιασµό 
του επιθυµητού τµήµατος DNA. Όσα δείγµατα δίνουν θετικό αποτέλεσµα (ανίχνευση 
Εικόνα 17: Σχηµατική ̟αράσταση του εκθετικού ̟ολλα̟λασιασµού του 
DNA µέσω της τεχνικής της PCR. Έ̟ειτα α̟ό n κύκλους ̟ροκύ̟τουν 
2n αντίγραφα.  
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ζωνών) χρησιµοποιούνται στην ποιοτική ανάλυση πολυµορφισµών µε τη µέθοδο 
SSCP. 
3.4 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΣ ΑΛΥΣΙ∆ΑΣ 
(Single Stranded Conformation Polymorphism –SSCP) 
 
 
Η ανάλυση πολυµορφισµού µονόκλωνης αλυσίδας (Single Stranded 
Conformation Polymorphism) χρησιµοποιήθηκε πρώτη φορά το 1989 και αποτελεί 
µια φθηνή, ευαίσθητη και αξιόπιστη µέθοδο για τον προσδιορισµό της γενετικής 
ποικιλοµορφίας. Στηρίζεται στον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό µονόκλωνων 
τµηµάτων DNA βάσει µικρών διαφορών στην αλληλουχία τους, οι οποίες έχουν ως 
αποτέλεσµα το σχηµατισµό µιας διαφορετικής δευτεροταγούς δοµής, η οποία 
προκαλεί διαφορά στη κινητικότητα των µορίων αυτών µέσα σε πήκτωµα. Η 
κινητικότητα των δίκλωνων µορίων DNA µέσα σε ένα ηλεκτροφορητικό πήκτωµα 
εξαρτάται από το µέγεθος και το µήκος του µορίου και είναι σχετικά ανεξάρτητη από 
την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του. Εν τούτοις, στα µονόκλωνα µόρια DNA η 
κινητικότητα επηρεάζεται αισθητά όταν συµβαίνουν µικρές αλλαγές στην 
νουκλεοτιδική αλληλουχία, όπως είναι οι πολυµορφισµοί SNP. Αυτό συµβαίνει λόγω 
της ασταθούς φύσης του µονόκλωνου DNA: απουσία συµπληρωµατικού κλώνου, ο 
µονός κλώνος δύναται να σχηµατίσει ενδοµοριακούς δεσµούς, οι οποίοι έχουν ως 
αποτέλεσµα τη δηµιουργία αναδιπλώσεων και θηλειών, προσδίδοντάς του µία 
χαρακτηριστική τρισδιάστατη δοµή. Η µέθοδος SSCP εκµεταλλεύεται ακριβώς αυτή 
την ιδιότητα του µονόκλωνου DNA (Orita et al., 1989). Τµήµατα DNA έως 300-600 
bp αναλύονται επιτυχώς. Τροποποιώντας συνθήκες όπως η θερµοκρασία, η σύνθεση 
του ρυθµιστικού διαλύµατος (buffer) και του πηκτώµατος µπορούµε να πάρουµε 
πληροφορίες για όλες τις διαφορές που προκύπτουν µεταξύ των δειγµάτων.  
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3.4.1 ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΠΗΚΤΗΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙ∆ΙΟΥ 
 
Συνήθως επιλέγονται συγκεντρώσεις από 8% έως 12%. Όσο πιο µικρό σε 
µήκος είναι το τµήµα του εξεταζόµενου µονόκλωνου µορίου, τόσο πιο πυκνό θα 
πρέπει να είναι το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου. Στη παρούσα µελέτη η συγκέντρωση 
του πολυακρυλαµιδίου που επιλέχθηκε να χρησιµοποιηθεί ήταν 10%, καθώς κρίθηκε 
η καταλληλότερη, ύστερα από δοκιµές, που επέτρεπε την καλύτερη εµφάνιση των 
αποτελεσµάτων. 
Για 2 πηκτώµατα πυκνότητας 10% και 125mL χρησιµοποιήθηκαν:  
 
 
 12,375 gr Ακρυλαµίδιο                                              
 0,33 gr  ∆ις-ακρυλαµίδιο  
                        
Τα πηκτώµατα δηµιουργούνται ύστερα από 
πολυµερισµό των δύο αντιδραστηρίων. Το 
µέγεθος των πόρων του πολυµερούς που 
προκύπτει είναι συνάρτηση του βαθµού του 
πολυµερισµού, ο οποίος ποικίλει ανάλογα µε 
τις συγκεντρώσεις των µονοµερών. 
 
Εικόνα 18: Σχηµατική ανα̟αράσταση της ανάλυσης SSCP. Τα δείγµατα DNA 
Α και Β ̟ρέ̟ει να υ̟οστούν α̟οδιάταξη ̟ριν την ηλεκτροφόρησή τους στο 
̟ήκτωµα ̟ολυακρυλαµιδίου. Μία σηµειακή µετάλλαξη είναι ικανή να ̟ροσδώσει 
στη µονόκλωνη αλυσίδα τέτοια µοναδική διαµόρφωση ώστε µετά την 
ηλεκτροφόρηση, το ̟ρότυ̟ο της αντίστοιχης ζώνης να διαφέρει στα δύο 
διαφορετικά δείγµατα. 
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 10 ml             TBE 10x                     






Στο σηµείο αυτό ακολουθεί διήθηση και 
συµπλήρωση µε H2O έως τα 125 ml και  
έπειτα πρoσθήκη των:  
 
 125 µl  TEMED             




Αφού προστεθούν οι κατάλληλες χτένες (2mm) για το σχηµατισµό πηγαδιών, 
το ρευστό πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου απαιτεί περίπου 30 λεπτά για να πήξει 
πλήρως. Έπειτα το τοποθετούµε στην κατάλληλη συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης. 
 
3.4.2 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΩΝ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ   
 
Καθώς αναµένεται να πήξει το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου προετοιµάζονται 
τα PCR προϊόντα που έδωσαν θετικό αποτέλεσµα. Σε eppendorf των 0,5 µl 
προσθέτονται:  
 5 µl δείγµατος  
 10µl αποδιατακτικού διαλύµατος (denaturation buffer). 
 
Το Αποδιατακτικό ∆ιάλυµα (Denaturation Buffer) περιέχει: 
 
 95% φορµαµίδιο  
 20 mM EDTA  
 10 mM NaOH 
 0.05% κυανό του ξυλενίου  
 0.05% κυανό της βρωµοφαινόλης 
Η προσθήκη γλυκερόλης στο πήκτωµα 
ελαττώνει την τιµή του pH του διαλύµατος 
ηλεκτροφόρησης που καθορίζεται από την 
παρουσία του ρυθµιστικού διαλύµατος TBE, 
µε αποτέλεσµα να αυξάνεται η ευαισθησία της 
SSCP ανάλυσης και να λαµβάνονται πιο 
ευδιάκριτα αποτελέσµατα. 
 
Η αντίδραση πολυµερισµού αρχίζει µε την 
προσθήκη του υπερθειϊκού αµµωνίου  (APS: 
ammonium persulfate) που δηµιουργεί 
ελεύθερες ρίζες : S2O82- → 2 SO4 - που µαζί 
µε το φωτοχηµικό καταλύτη Ν,Ν΄ 
τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνη (TEMED) 
διαδίδονται στο σύστηµα πολυµερισµού. 
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 Ακολούθως, τα δείγµατα τοποθετούνται στη συσκευή του θερµοκυκλοποιητή,  
ώστε να πραγµατοποιηθεί η πλήρης αποδιάταξη των δίκλωνων µορίων DNA 
επιλέγοντας το ακόλουθο πρόγραµµα: 
1. 97 0 C για 7 λεπτά. (Τα δείγµατα πριν το τέλος του 7ου λεπτού εξέρχονται της 
συσκευής και τοποθετούνται αµέσως σε πάγο προκειµένου να αποφευχθεί η 
επανασύνδεση των µονόκλωνων µορίων DNA). 
Τέλος, τα αποδιαταγµένα δείγµατα φορτώνονται στο πήκτωµα 
πολυακρυλαµιδίου αφού πρώτα στη συσκευή προστεθεί ρυθµιστικό διάλυµα TBE 
0,5x . Εφαρµόζεται τάση 220V και τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται στο πήκτωµα για 
22 ώρες (overnight) σε θερµοκρασία 4οC. Ακολουθεί χρώση του πηκτώµατος µε 
νιτρικό άργυρο.  
 
3.4.3 ΧΡΩΣΗ ΝΙΤΡΙΚΟΥ ΑΡΓΥΡΟΥ (SILVER STAINING) 
 
 
 Για 2 πηκτώµατα χρησιµοποιούνται:  
 
 ∆/µα 1 : 800 ml dd-H2O + 20 ml Et100% + 1 ml CH3COOH 90% 
 ∆/µα 2 : 400 ml AgNO3 1gr /l   
 ∆/µα 3 : 6 gr NaOH + 0,02 gr NaBH4 + 2 ml HCHO και ddH2O έως 400 ml 
 
Τα διαλύµατα εµποτίζονται στα πηκτώµατα και ξεπλένονται µε ddH2O το κάθε 
ένα µε την ακόλουθη σειρά:  
1. Α΄ εµποτισµός µε 200 ml του διαλύµατος 1 για 3 min. 
2. Β΄ εµποτισµός µε 200 ml του διαλύµατος 1 για 3 min & πλύση µε ddH2O. 
3. Εµποτισµός µε 200 ml του διαλύµατος 2 για 20 min & διπλή πλύση µε ddH2O. 
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3.5 ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ DNA (DNA SEQUENCING) 
 
Τα δείγµατα εκείνα που εµφάνισαν διαφορετικά πρότυπα συγκριτικά µε τα 
δείγµατα µε φυσιολογικό πρότυπο, αποστέλλονται για ταυτοποίηση της DNA 
αλληλουχίας τους (DNA sequencing), αφού προηγουµένως υποστούν κατάλληλο 
καθαρισµό. 
 
3.5.1 ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ  
 
 
Για τον καθαρισµό των PCR προϊόντων χρησιµοποιήθηκαν στήλες QIAquick 
SpinR. Ο λόγος που πραγµατοποιείται είναι για να αποµακρυνθούν οι ελεύθεροι ή/και 
διµερισµένοι primers, τα νουκλεοτίδια, η DNA πολυµεράση και άλατα που τυχόν 
υπάρχουν στο διάλυµα µαζί µε τα PCR προϊόντα, ούτως ώστε να µη προκαλέσουν 
προβλήµατα ανάγνωσης κατά τη διαδικασία του sequencing. Ακολουθήθηκε το 
παρακάτω πρωτόκολλο καθαρισµού: 
1. Τοποθέτηση των στηλών QIAquick Spin σε eppendorf των 1,5 ml. 
2. Προσθήκη 250 µl από το διάλυµα συλλογής (capture buffer) και 50 µl PCR 
προϊόντος στις στήλες QIAquick Spin. 
3. Φυγοκέντρηση του περιεχόµενου των στηλών για 1 λεπτό στις 13.000 rpm. Σε 
αυτό το βήµα πραγµατοποιείται η πρόσδεση των επιθυµητών αλληλουχιών πάνω 
στη στήλη. 
4. Αποµάκρυνση του εκλούσµατος και επανατοποθέτηση των στηλών στα 
eppendorf. 
5. Προσθήκη 750 µl από το διάλυµα πλύσης (wash buffer) στις στήλες και 
φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13.000 rpm. 
6. Αποµάκρυνση του εκλούσµατος, επανατοποθέτηση των στηλών στα eppendorf 
και ξανά φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13.000 rpm. Το βήµα αυτό είναι 
σηµαντικό, καθώς είναι αναγκαίο να αποµακρυνθεί πλήρως η αιθανόλη από το 
διάλυµα πλύσης µέσα στη στήλη.  
7. Εκ νέου τοποθέτηση των στηλών QIAquick Spin σε αποστειρωµένα eppendorf 
των 1,5 ml. 
8. Προσθήκη 50 µl από το διάλυµα έκλουσης (elution buffer) και επώαση των 
δειγµάτων για περίπου 1 λεπτό. 
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9. Τέλος, φυγοκέντρηση για 1,5 λεπτό στις 13.000 rpm για ανάκτηση του 
καθαρισµένου DNA από τα eppendorf. 
Στη συνέχεια, ακολουθεί υπολογισµός της ποσότητας του PCR προϊόντος 
ποσοτικά µε φωτόµετρο (1µl και 49µl ddH2O) ή ποιοτικά µε ηλεκτροφόρηση σε 
πηκτή αγαρόζης 2%. Ενδείξεις φωτόµετρου γύρω στα 100 ng/µl είναι ικανοποιητικές. 
Το DNA που στέλνεται για αλληλούχιση πρέπει να είναι σε στερεά µορφή 
(ίζηµα) και όχι σε διάλυµα. Αυτό επιτυγχάνεται µε κατακρήµνιση του DNA µε 
αιθανόλη και CH3COONa (οξικό νάτριο). Για 50µl δείγµα απαιτούνται 500 µl 
αιθανόλη και 5µl CH3COONa. Τα δείγµατα µένουν overnight στους -20 0C και την 
επόµενη µέρα φυγοκεντρώνται στις 13.000 rpm, για 20 λεπτά, στους 4 0C. Το 
υπερκείµενο αποµακρύνεται προσεκτικά και το ίζηµα τοποθετείται στους 37 0C για 1 
ώρα. Τέλος, παράλληλα µε τα δείγµατα, αποστέλλονται επίσης για αλληλούχιση και 
οι primers που χρησιµοποιήθηκαν κατά την αντίδραση PCR. Οι primers αραιώνονται 
1/10 σε τελικό όγκο 40 µl (4µl primer + 36µl H2O).  
 
3.5.2 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ (SEQUENCING) 
 
 
Η τεχνολογική επανάσταση στις µεθόδους ανάλυσης του γενετικού υλικού 
ξεκίνησε το 1977, όταν οι Maxam & Gilbert  περιέγραψαν µία µέθοδο ανάλυσης της 
αλληλουχίας µε ειδική χηµική αποικοδόµηση των βάσεων. Τον ίδιο χρόνο ο Sanger 
µε τους συνεργάτες του πρότειναν µία ενζυµική µέθοδο για ανάγνωση της 
αλληλουχίας του DNA χρησιµοποιώντας διδεοξυνουκλεοτίδια (ddNTP’s), τα οποία 
οδηγούν στον πρόωρο τερµατισµό της νουκλεϊκής σύνθεσης . Οι δύο αυτές µέθοδοι 
παράγουν πληθυσµούς σηµασµένων πολυνουκλεοτιδίων τα οποία αρχίζουν από ένα 
συγκεκριµένο σηµείο και τελειώνουν σε σηµεία εξαρτώµενα από τη θέση µιας 
συγκεκριµένης  βάσης του αρχικού κλώνου. 
Τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί αυτόµατοι αναλυτές που µειώνουν 
εξαιρετικά το χρόνο αλληλούχισης. Τα σηµασµένα τµήµατα του DNA ανιχνεύονται 
από µία πηγή laser και τα δεδοµένα αποθηκεύονται για να αναλυθούν. Όλοι οι 
αυτόµατοι αναλυτές περιέχουν προγράµµατα περαιτέρω επεξεργασίας ή επιτρέπουν 
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την εξαγωγή των δεδοµένων για ανάλυση σε άλλα προγράµµατα επεξεργασίας 
νουκλεϊνικών αλληλουχιών. 
 
3.5.3 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗΣ 
 
 
Για την στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων των δεδοµένων της 
αλληλούχισης  χρησιµοποιήθηκαν τα προγράµµατα  βιοπληροφορικής: BIOEDIT 7.0 
και CLUSTALX 1.81. Το πρώτο χρησιµεύει στην «ανάγνωση»  της αλληλουχίας του 
κάθε γονιδίου που απεικονίζεται σε µορφή χρωµατογραφήµατος, µε κάθε κορυφή του 
να αντιστοιχεί και σε µια συγκεκριµένη βάση. Με τον τρόπο αυτό συγκρίνοντας τη 
ζητούµενη αλληλουχία µε µια πρότυπη, εντοπίζουµε τη σηµειακή µετάλλαξη, την 
προσθήκη ή την έλλειψη βάσει των διαφορών στις κορυφές τους. Το δεύτερο 
χρησιµεύει για την εκτέλεση πολλαπλής οµοπαράθεσης της ζητούµενης αλληλουχίας 
µε µια πρότυπη, ως επιβεβαίωση της ορθής «ανάγνωσης» της αλληλουχίας µε το 
BIOEDIT. Επιπλέον, µε το CLUSTALX µπορούµε να προσδιορίσουµε και αν η 
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Στα 62 φυσιολογικά άτοµα που µελετήθηκαν εντοπίστηκαν 6 ήδη  
ταυτοποιηµένοι πολυµορφισµοί όπως αναφέρονται στη δικτυακή βάση δεδοµένων για 
το µιτοχόνδριο www.mitomap.org οι οποίοι 3 εντοπίζονται σε γονίδια tRNA (στο  
tRNAThr) . Επίσης  εντοπίστηκαν δύο πολυµορφισµοί στο γονίδιο ND3 και ένας σε µη 
κωδικοποιηµένη περιοχή.      
           
                                                                                                                   
4.1 ΓΟΝΙ∆ΙΑ tRNAThr ΚΑΙ tRNAPro & ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ 
ΤΟΥ ΚΥΤΟΧΡΩΜΑΤΟΣ b ΚΑΙ ΤΟΥ ΒΡΟΧΟΥ D 
Για το τµήµα των 212 bp που κωδικοποιεί τα γονίδια tRNAThr και tRNAPro  
καθώς και τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων του κυτοχρώµατος b και του βρόχου 
D, εντοπίστηκαν 4 διαφoρετικά πρότυπα µε τη µέθοδο του SSCP.  




ΠΙΝΑΚΑΣ 6: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο
 
tRNAThr σε σύνολο  21 
ατόµων.
 
Άτοµα  (5)        Μεταλλάξεις       
Νο   16.16            tRNAThr 
                            A15924G 
 
No   7.8                tRNAThr 
        14.11          G15928A 
        16.14  
 
Νο   16.13            tRNAThr 
                            C15904T 
 
Νο   13.12            NC10 
                            A15954C   
                       
 
Εικόνα 19: Τµήµα του mtDNA. 
Με το ̟λαίσιο κόκκινου χρώµατος 
φαίνονται τα άκρα των εκκινητών 
̟ου χρησιµο̟οιήθηκαν για την 
ενίσχυση των γονιδίων tRNAThr 
και tRNAPro. 
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Εικόνα 20: Στο ̟ήκτωµα ̟ολυακρυλαµιδίου 10% (22 ώρες, 220Volt, 4oC) α̟εικονίζονται 
µε το κίτρινο βελάκι το ̟ρότυ̟ο της µετάλλαξης tRNAThr A15924G µε το ̟ράσινο βελάκι 
το ̟ρότυ̟ο της µετάλλαξης tRNAThr G15928A µε το κόκκινο το ̟ρότυ̟ο της µετάλλαξης 
tRNAThr C15904T και µε το ̟ορτοκαλί η µετάλλαξη A15954C στην µη 






Εικόνα 21: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr σε άτοµο control 
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Εικόνα 22: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr σε άτοµο control 
(A) και στα άτοµα 7.8, 14.11, 16.14 (Β). Είναι εµφανής η µετά̟τωση G→A στη θέση 
15928. 
 
Εικόνα 23: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr σε άτοµο control 
(A) και στο άτοµο  16.13 (Β). Είναι εµφανής η µετά̟τωση C→T στη θέση 15904. 
 
Εικόνα 24: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου NC10 σε άτοµο control (A) 
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4.2 ΓΟΝΙ∆ΙΑ tRNAAsn, tRNACys ΚΑΙ tRNATyr  ΚΑΙ ΤΜΗΜΑ ΤΗΣ 
ΥΠΟΜΟΝΑ∆ΑΣ Ι  ΤΗΣ ΟΞΕΙ∆ΑΣΗΣ ΤΟΥ ΚΥΤΟΧΡΏΜΑΤΟΣ C 
Για το τµήµα των 294 bp που κωδικοποιεί τα γονίδια tRNAAsn, tRNACys και 
tRNATyr καθώς και τµήµα του γονιδίου της υποµονάδας I της οξειδάσης του 
κυτοχρώµατος c δεν εντοπίστηκε κανένα διαφoρετικό πρότυπο µε τη µέθοδο του 
SSCP.   
 
   
    
4.3 ΓΟΝΙ∆ΙΑ tRNAGly & ΠΑΡΑΚΕΙΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ 
 Όσον αφορά τo γονίδιo tRNAGly στην παρούσα εργασία  ανιχνεύτηκαν δύο 
πολυµορφισµοί στο τµήµα του γονιδίου της ND3  αλυσίδας 3 του συµπλόκου I.                           
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 7: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο
 
tRNAThr σε σύνολο  61 
ατόµων.
 
Άτοµα  (3)        Μεταλλάξεις       
Νο   6.7               ND3 
       13.15            T10084C 
 
No   16.1             ND3 
                            T10124C 
 
 
Εικόνα 25: Τµήµα του mtDNA. Με το 
̟λαίσιο κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα 
άκρα των εκκινητών ̟ου χρησιµο̟οιήθηκαν 
για την ενίσχυση των γονιδίων tRNAAsn, 
tRNACys και tRNATyr. Στα συγκεκριµένo 







Εικόνα 26: Με το ̟λαίσιο κόκκινου 
χρώµατος φαίνονται τα άκρα των εκκινητών 
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Εικόνα 27: Στο ̟ήκτωµα ̟ολυακρυλαµιδίου 10% (22 ώρες, 220Volt, 4oC) α̟εικονίζονται 
µε το µ̟λε βελάκι το ̟ρότυ̟ο της µετάλλαξης  T10084C και µε το µωβ βελάκι το ̟ρότυ̟ο 
της µετάλλαξης  T10124C.Οι δύο µεταλλάξεις εντο̟ίζονται στο τµήµα του γονιδίου ND3 του 
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4.4 ΣΥΝΟΨΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 8: Συγκεντρωτικός πίνακας µε τις 6 µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στα 
62 φυσιολογικά άτοµα που µελετήθηκαν. Αναφέρεται οι αριθµός των ατόµων που 
εµφάνισαν τη µετάλλαξη, οι θέσεις των µεταλλάξεων στο tRNA καθώς και οι 
απλοοµάδες (haplogroups) στις οποίες έχουν βρεθεί οι συγκεκριµένες µεταλλάξεις. 
 

































































G15927A/ G15927A: PD, MS































Εικόνα 28: Μεταλλάξεις στο γονίδιο tRNAThr ό̟ως συγκεντρώθηκαν α̟ό τη διεθνή 
βιβλιογραφία και καταγράφηκαν στις βάσεις δεδοµένων του mitomap. Οι ̟αθογόνες 
µεταλλάξεις α̟εικονίζονται µε κόκκινο και οι ̟ολυµορφισµοί µε µ̟λε. Τα κόκκινα βέλη 























tRNAThr T15904C µη 
κωδικοποιούσα 
1 Θηλιά D 17  
MT-NC10 T15954C µη 
κωδικοποιούσα 
1 - -  
MT-ND3 T10084C I-T 2 - -  
MT-ND3 T10124 Συνώνυµη 1 - -  
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Εικόνα 29: Στην εικόνα φαίνεται η µετάλλαξη A15954C στην µη κωδικο̟οιηµένη ̟εριοχή 
NC10.  
 
Εικόνα 30: Στην εικόνα φαίνεται η οξειδωτική φωσφορυλίωση και τα σύµ̟λοκα ̟ου 
συµµετέχουν σ’ αυτή. Με κόκκινο ̟λαίσιο η ND3 (NADH – ubiquinone oxidoreductase 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 9: Συγκεντρωτικός πίνακας µεταλλάξεων σε φυσιολογικά άτοµα από την 






ΣΕ ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ ΠΟΥ 
ΜΕΛΕΤΗΘΗΚΑΝ ΣΤΟ 
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ 
ΣΕ ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ ΠΟΥ 
ΑΝΑΦΕΡΕΤΑΙ ΣΤΗ 
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
1 tRNALeu(UUR) Τ3290C 1/143 (0,7%) - - 
2 tRNAGln T4336C 1/40 (2,5%) 
 
ALZHEIMER  1/50 (2,0%) 
                         
  -ALZHEIMER1  
  -PARKINSON1 
  -ΑΠΩΛΕΙΑ ΑΚΟΗΣ2 
  -ΗΜΙΚΡΑΝΙΑ2 
    3 tRNATyr C5839T 1/88 (1,14%)   
    4 tRNAAsp G7521A 1/63 (1,6%) - - 
 5 tRNAAsp T7581C 1/63 (1,6%) - - 
 6 tRNALys A8308G 2/143 (1,4%)   
 7 tRNAGly A10032G 1/91 (1,01%)   
 8 tRNAHis G12164A 1/143 (0,7%) - - 
 9 tRNAHis T12189C 1/143 (0,7%) - - 
10 tRNASer(AGY) A12234G 1/143 (0,7%) - - 
11 tRNALeu(CUN) T12285C 1/143 (0,7%) - - 
12 tRNALeu(CUN) A12308G 24/143 (16,8%) 
1.ΑΣΘΜΑ 7/24 (29%) 
 
2. ∆ΙΑΒΗΤΗΣ 10/62 
(16,1%) 
-ΧΡΟΝΙΑ ΠΡΟΟ∆ΕΥΤΙΚΗ 
ΕΞΩ ΟΦΘΑΛΜΟΠΛΗΓIA3         
-ΕΓΚΕΦΑΛΙΚΟ 
ΕΠΕΙΣΟ∆ΙΟ4 
13 tRNAThr 15889A 4/89 (4,5%) - - 
14 tRNAThr T15904C 1/21 (4,76 %) ALZHEIMER 1/50 (2,0%) - 
15 tRNAThr A15924G 3/89 (3,37%) 
1.ALZHEIMER 2/50 (4%) 




16 tRNAThr G15927A 3/89 (3,37%) - 
  -PARKINSON6 
  -ΣΚΛΗΡΥΝΣΗ ΚΑΤΑ 
  ΠΛΑΚΑΣ7 
17 tRNAThr G15928A 7/89 (7,87%) 1.ΑΣΘΜΑ 2/30 (6,7%) 2. ALZHEIMER 2/50 (4%) 
  -PARKINSON8 
  -ΣΚΛΗΡΥΝΣΗ ΚΑΤΑ 
   ΠΛΑΚΑΣ9 
18 D-loop ins574CCC 1/30 (3,3%) - - 
19 12S rRNA G709A 2/30 (6,7%)  
ΑΣΘΜΑ 6/30 (20%) - 
20 12S rRNA  ins715G 1/30 (3,3%) - - 
21 12S rRNA T721C 1/30 (3,3%) - - 
22 12S rRNA A750G 1/30 (3,3%) ΑΣΘΜΑ 15/30 (50%) - 
23 16S rRNA 3158insT 1/143 (0,7%) - - 
24 16S rRNA A3213G 2/143 (1,4%) - - 
25 ND1 T3394G 2/143 (1,4%) - - 
26 NC7 G8251A 3/143 (2,1%) 1.ALZHEIMER 3/50 (6%) 2. ∆ΙΑΒΗΤΗΣ 1/62 (16%) - 
27 NC7 8270-8278del 1/143 (0,7%) - - 
28 NC7 8277-8285del 3/143 (2,1%) - - 
29 NC7 G8292A 2/143 (1,4%) - - 
30 NC7 8290-8307 ins 1/143 (0,7%) - - 
31 CO2  G7598A 1/63 (1,6%) - - 
32 ND3 A10097G 2/30 (6,7%) - - 
33 ND3 T10084C 2/61 (3,28%) - - 
34 ND3 T10124C 1/61 (1,64%) - - 
35 NC10 A15954C 1/21 (4,76%) ALZHEIMER 2/50 (4,0%) - 
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Με κόκκινο χρώµα στον πίνακα 12 εµφανίζονται οι πολυµορφισµοί που 
ανιχνεύθηκαν στην παρούσα εργασία (δείγµα 62 φυσιολογικών ατόµων από την 
περιοχή της Θεσσαλίας). 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
Στην παρούσα εργασία, όπου µελετήθηκαν τα 6 από τα 22 tRNA γονίδια 62 
φυσιολογικών ατόµων (χωρίς κλινικά συµπτώµατα), εντοπίστηκε µε τη χρήση 
µοριακών τεχνικών ένας αξιοσηµείωτος αριθµός µεταλλάξεων. Καθώς οι εκκινητές 
που χρησιµοποιήθηκαν δεν ενίσχυαν επακριβώς τα γονίδια των tRNA, αλλά ενίσχυαν 
και τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων τους, ανιχνεύθηκαν αλλαγές και στα 
παρακείµενα γονίδια. Συγκεκριµένα, εντοπίστηκαν 6 σηµειακές µεταλλάξεις  από τις 
οποίες οι  3 αφορούν γονίδια tRNA,  δύο στο γονίδιο της ND3 (NADH – ubiquinone 
oxidoreductase αλυσίδας 3 στο σύµπλοκο Ι) και µια στην µη κωδικοποιούσα περιοχή 
NC10.  
Αναλυτικότερα, στο γονίδιο tRNAThr ανιχνεύτηκαν 3  ήδη ταυτοποιηµένοι 
πολυµορφισµοί: 
• ∆ύο εντοπίζονται στο βραχίονα του αντικωδικονίου ( µεταλλάξεις Α15924G 
(σε 1 άτοµο), G15928A (σε 3 άτοµα))  
• Eνας στη θηλιά D της διυδροουρακίλης (DHU) µετάλλαξη C15904T (σε 1 
άτοµο).  
Η µετάλλαξη tRNAThr Α15924G εµφανίζεται στο 3,37% (3/89) του 
πληθυσµού της Θεσσαλίας. Εντοπίζεται στο τελευταίο ζεύγος βάσεων του στελέχους 
του αντικωδικονίου που βρίσκεται παρακείµενα µε τη θηλιά του αντικωδικονίου 
(Εικόνα 28). Αναφέρεται ως παθογόνος µετάλλαξη και έχει συνδεθεί µε τη 
θανατηφόρο βρεφική µυοπάθεια (LIMM). Ωστόσο, η συγκεκριµένη µετάλλαξη δεν 
προκαλεί απαραίτητα τη νόσο αφού σε µελέτη που πραγµατοποιήθηκε σε 
φυσιολογικούς Καυκάσιους βρέθηκε στο 11% (11/103) του πληθυσµού (Brown et al., 
1992).  Έχει επίσης ταυτοποιηθεί σε ένα περιστατικό εγκεφαλοµυοπάθειας σε ένα 
βρέφος 10 µηνών σε συνδυασµό µε την µετάλλαξη tRNAAsn T5693C. 
Η αλλαγή στο tRNAThr G15928A εντοπίστηκε σε ποσοστό 7,87% (7/89) του 
δείγµατος, η θέση όπου εντοπίζεται στο tRNA είναι στον βραχίονα του 
αντικωδικονίου. Πρόκειται για έναν πολυµορφισµό που αναφέρεται και ως 
παθογόνος µετάλλαξη µε πιθανή συσχέτιση µε την ασθένεια της πολλαπλής 
σκλήρυνσης και τη νόσο Parkinson (Mayr-Wohlfart et al., 1996, 1997). Επιπλέον, 
όταν συγκληρονοµείται µε την µετάλλαξη στο 12S rRNA A1555G αποτελεί 
παράγοντα κινδύνου για εµφάνιση κώφωσης σύµφωνα µε έρευνα που έγινε σε άτοµα 
στην Κίνα που έφεραν το συγκεκριµένο συνδυασµό µεταλλάξεων (Wang et al., 
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2008). Αξίζει επίσης να σηµειωθεί ότι η συγκεκριµένη µετάλλαξη έχει ανιχνευθεί και  
σε ένα πλήθος διαφορετικών ασθενειών όπως διαβήτης (Thomas et al.,1996), χρόνια 
προοδευτική έξω οφθαλµοπληγία (CPEO) (Hattori et al.,1994) και υπερτροφική 
καρδιοµυοπάθεια (Obayashi et al.,1992). 
Η αλλαγή στο tRNAThr C15904T  εντοπίστηκε σε ποσοστό 4,76% (1/219) 
του δείγµατος, η θέση όπου εντοπίζεται στο tRNA είναι στη θηλιά D της 
διυδροουρακίλης (DHU).Η µετάλλαξη αυτή παρατηρήθηκε από το ίδιο εργαστήριο 
σε ασθενείς µε ALZHEIMER σε ποσοστό 2,00 %. Αξίζει επίσης να σηµειωθεί ότι η 
συγκεκριµένη µετάλλαξη έχει ανιχνευθεί και  σε ασθενή µε σύνδροµο MERRF που 
είχε και την µετάλλαξη nt 8344 στο tRNALys που συνδέετε µε το σύνδροµο αυτό. 
Οι αλλαγές στο γονίδιο της ND3 που ανιχνεύτηκαν ήταν η T10084C σε 
ποσοστό 3,28 % και η T10124C σε ποσοστό 1,64 %. 
Η αλλαγή στην µη κωδικοποιούσα περιοχή NC10  που ανιχνεύτηκε ήταν η 
A15954C σε ποσοστό 4,76 %.Η µετάλλαξη αυτή παρατηρήθηκε από το ίδιο 
εργαστήριο σε ασθενείς µε ALZHEIMER σε ποσοστό 2,00 % και στην ∆ιεθνή 
Βιβλιογραφία ανιχνεύτηκε ασθενή µε εγκεφαλοπάθεια βοοειδών. 
Χρήσιµο είναι επίσης να διερευνηθεί η συχνότητα εµφάνισης συγκεκριµένων 
µεταλλάξεων στο φυσιολογικό πληθυσµό σε σχέση µε τη συχνότητα των ίδιων 
µεταλλάξεων σε παθολογικές καταστάσεις του ίδιου πληθυσµού. Αυτό θα βοηθούσε 
ώστε να εντοπισθούν µεταλλάξεις που εµφανίζονται σε σηµαντικά υψηλότερο 
ποσοστό σε ασθένειες, και να µελετηθεί ο µηχανισµός µε τον οποίο εκφράζεται η 
παθογένεια σε κάθε περίπτωση. 
Στον Πίνακα 9   αναφέρονται όλοι οι πολυµορφισµοί που εντοπίστηκαν σε 
φυσιολογικά άτοµα της περιοχής της Θεσσαλίας καθώς και η παρουσία των ίδιων 
πολυµορφισµών σε διάφορες ασθένειες που µελετήθηκαν από το εργαστήριο 
Γενετικής, Εξελικτικής & Συγκριτικής Βιολογίας του Τµήµατος Βιοχηµείας & 
Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας και σε ασθένειες που αναφέρονται 
στη βιβλιογραφία (www.mitomap.org). Με βάση τα δεδοµένα αυτά, παρατηρούµε 
κάποιες µεταλλάξεις  να είναι πιο πολύ πιο συχνές στα δείγµατα των ασθενών σε 
σχέση µε τα φυσιολογικά δείγµατα. 
Με βάση τα παραπάνω µπορούν να εξαχθούν κάποια χρήσιµα συµπεράσµατα 
για την ύπαρξη πολυµορφισµών στο µιτοχονδριακό DNA του φυσιολογικού 
πληθυσµού: 
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Ι) στο φυσιολογικό πληθυσµό έχουµε συνήθως µεµονωµένες αλλαγές σε 
συγκεκριµένα γονίδια. 
II) σε κάποιες ασθένειες συγκεκριµένοι πολυµορφισµοί εµφανίζονται σε 
σηµαντικά υψηλότερο ποσοστό σε σχέση µε τον φυσιολογικό πληθυσµό. 
Συνοψίζοντας, και µε βάση τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας, η 
παρουσία µιας µετάλλαξης στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα δεν αποτελεί τις 
περισσότερες φορές το αποκλειστικό αίτιο της µιτοχονδριακής δυσλειτουργίας. Η 
εκδήλωση ενός συγκεκριµένου κλινικού φαινότυπου εξαρτάται από το ποσοστό της 
ετεροπλασµίας, την εξάρτηση του ιστού ή οργάνου από τη διαδικασία της 
οξειδωτικής φωσφορυλίωσης αλλά και από την ταυτόχρονη παρουσία συνδυασµών 
µεταλλάξεων µιτοχονδριακού αλλά και πυρηνικού DNA. 
 Σε κάποιες περιπτώσεις για να εκδηλωθεί δυσλειτουργία απαιτείται όλα τα 
µόρια να είναι µεταλλαγµένα (οµοπλασµία) ενώ σε άλλες, και ένα µικρό ποσοστό 
µεταλλαγµένων µορίων µπορεί να προκαλέσει νόσο. Χαρακτηριστικό παράδειγµα 
αποτελεί η κληρονοµική οπτική νευροπάθεια (LHON -Leber's Hereditary Optic 
Neuropathy) στην οποία συµβάλλουν τρεις µεταλλάξεις και εκδηλώνεται όταν 
υπάρχει οµοπλασµία (Brown et al., 1992). 
Εντούτοις, φαίνεται ότι η επιλογή που ασκείται στη µιτοχονδριακή DNA 
αλληλουχία όσον αφορά δοµικά γονίδια, όπως αυτά των tRNA, του 12S και του 16S 
rRNA, δεν είναι ουδέτερη. Καθίσταται πιο δύσκολο να εκτιµηθεί η βάση για την 
αρνητική επιλογή στη περίπτωση των µορίων tRNA από ότι στη περίπτωση των 
γονιδίων που κωδικοποιούν σύµπλοκα της αναπνευστικής αλυσίδας. Η αρνητική 
επιλογή µπορεί να βασίζεται σε αλλαγές στη συνολική σταθερότητα της δοµής των 
tRNA, στο εύρος ή την ποιότητα των µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων της 
αλληλουχίας τους ή στην αλληλεπίδραση τους µε αµινοάκυλο-tRNA συνθετάσες, 
µεταγραφικούς παράγοντες και ριβοσωµικές υποµονάδες. Παρόλα αυτά κάποιοι 
πολυµορφισµοί  στα γονίδια των tRNA φαίνεται να µην είναι ουδέτεροι  και µπορεί 
να είναι δυνητικά ήπια επιβλαβείς. 
Η συνέχεια της έρευνας τόσο στο φυσιολογικό πληθυσµό όσο και σε άτοµα µε 
διάφορους κλινικούς φαινότυπους κρίνεται επιβεβληµένη ώστε να υπάρξουν 
περισσότερα  δεδοµένα που θα αποσαφηνίσουν το ρόλο του µιτοχονδριακού 
γενετικού υλικού και των µεταλλάξεων αυτού σε διάφορες πολυπαραγοντικές 
ασθένειες. 
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